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Généralités 

La chitine a été isolée pour la première fois, en 1811, par un chercheur français, Henri 

Braconnot, sur un champignon. Son dérivé, le chitosan a été découvert en 1859 par Charles 

Rouget alors qu’il chauffait la chitine avec du KOH concentré. 

 

Ce polymère est un des plus abondants sur Terre, à la fois dans le milieu terrestre et marin. Il 

est traditionnellement extrait à partir des carapaces des crustacés depuis les années 70, pour 

des domaines d’application variés, tels que la pharmaceutique, la cosmétique, la diététique et 

le traitement des eaux. Il est composé d’un squelette carboné linéaire, des unités de 

glucosamine et de N-acétylglucosamine (Fig.1). 

 

 
Fig.1 : Représentation générale de la chitine comme copolymère de glucosamine et N-acétylglucosamine 

La chitine et le chitosan sont principalement caractérisés par leur degré de polymérisation 

(DP), c'est-à-dire par le nombre d’unités qui constituent la chaîne du polymère, et par leur 

degré d’acétylation (DA), c'est-à-dire le pourcentage d’unités acétylées. Ces paramètres 

modulent par exemple la densité de charge du polymère, et donc sa solubilité et ses bio-

fonctionnalités. D’autres caractéristiques sont parfois mesurées en raison de leur influence sur 

les propriétés du polymère, tels que l’indice de cristallinité et la poly-dispersion des unités de 

glucosamine (Glu) et N-acétylglucosamine (NacGlu). Les applications de la chitine et de ses 

dérivés sont liées à leurs propriétés et par conséquent à ces caractéristiques (Kasaai, 2010). 

 

 
Fig.2 : Chitine et dérivés de la chitine 

Les principaux dérivés de la chitine et les mécanismes pour les produire sont schématisés par 
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la figure 2. Par désacétylation, la chitine est convertie en chitosan, tandis que la 

dépolymérisation réduit la chitine en oligomères. Si le procédé est mené à son terme, le 

polymère est entièrement converti en résidus de Glu ou NacGlu. La dépolymérisation 

appliquée au chitosan produit des oligomères de chitosan puis des unités de glucosamine. 

 

La recherche s’intéresse de plus en plus à la chitine et ses dérivés 

Le nombre de publications sur le thème de la chitine et ses dérivés ne cesse de s’étendre 

depuis 1970. Cette année-là, le nombre de publication portant sur la chitine ou le chitosan 

était de 40, d’après la base Web of Science, alors qu’il atteint 5 260 en 2011. Avant 1960, le 

nombre d’études publiées par an sur ce thème était inférieur à 5. La figure 3 illustre cette 

évolution. D’après les conclusions de ces publications, ces produits sont promis à un bel 

avenir. Leurs propriétés biologiques et rhéologiques sont encore sous-exploitées par rapport à 

leurs potentiels, par exemple comme films alimentaires. De nombreux laboratoires 

s’investissent dans la mise au point de nouvelles applications, notamment dans le domaine 

médical. De plus, il existe un engouement pour les produits d’origine naturelle et de surcroît 

d’origine marine. 

 

Les premiers brevets concernant le chitosan semblent dater des années 30 (Rigby, 1934 et 

1935) et son application concernait la fabrication de biofilms (Shahidi, 2002). Au cours de 

l’année 2010, la littérature sur la chitine et le chitosan s’est enrichie de nombreuses revues qui 

constituent de réels atouts pour la poursuite des études dans ce domaine. Les laboratoires 

leaders se situent majoritairement en Asie, où se situe également la majorité de la production 

et des applications. 

 

 

Fig.3 : Evolution du nombre de publication par année traitant de « chitine » ou « chitosan » sur Web of Science 

Les enjeux de l’étude 

La thématique de cette étude s’inscrit dans la valorisation des coproduits de crustacés. La 

chitine est l’un des constituants majoritaires de l’exosquelette des crustacés. Son extraction 

est habituellement réalisée par traitement chimique. Elle repose principalement sur deux 

étapes : 

- la déminéralisation, par hydrolyse acide, pour éliminer les minéraux ; 

- la déprotéinisation, par hydrolyse basique, pour éliminer les protéines. 
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Ce procédé chimique consomme de grandes quantités d’eau et de réactifs (principalement 

l’acide chlorhydrique, l’hydroxyde de sodium et des agents de blanchiment) qui sont nocifs 

pour les manipulateurs, les équipements et l’environnement. De plus, l’étape de 

déprotéinisation basique se fait en général à chaud et donc nécessite un apport énergétique 

conséquent. En outre, les étapes de lavage génèrent des volumes très importants d’effluents 

pollués, dont le recyclage engendre un coût. Enfin, le procédé d’extraction chimique risque de 

dénaturer la structure de la chitine et ne permet pas la valorisation des autres composés des 

coproduits de crustacés, tels que les peptides et les pigments (Crini et al. 2009). 

 

À l'inverse, un procédé biologique de purification de la chitine répondrait mieux aux enjeux 

actuels de développement durable. Son empreinte sur l’environnement devrait être réduite car 

les volumes d'effluents chargés en réactifs chimiques sont plus faibles. Ses conditions plus 

douces devraient préserver la qualité de la chitine. Enfin elles devraient également favoriser la 

valorisation des autres constituants, présents dans les coproduits de crustacés. Il s’agit 

notamment des peptides et des pigments. 

 

Les expériences d’extraction de chitine par voie fermentaire et enzymatique seront décrites au 

cours du premier chapitre de ce manuscrit. Par ces voies, les taux de protéines et minéraux 

résiduels sont plus importants par rapport à l’emploi de l’extraction chimique. Des traitements 

complémentaires sont souvent nécessaires pour améliorer le degré de pureté en chitine. Enfin, 

les temps de réaction sont beaucoup plus longs que par la voie chimique. 

 

L’idée directrice de l’étude 

Dans ce contexte, la présente étude prétend appliquer un traitement enzymatique optimisé afin 

d’extraire la chitine des coproduits de crustacés. Conscients des contraintes économiques et 

environnementales actuelles, le procédé décrit aura pour principe de fusionner les deux 

principales étapes de l'extraction de la chitine en une seule étape. Cela a pour conséquence 

directe une réduction du risque de perte de produit au cours des étapes de lavage et une 

réduction de temps par rapport aux précédents traitements biologiques. 

 

L’idée directrice de cette étude est d’utiliser des protéases à même de fonctionner à pH acide, 

afin de réunir les deux étapes de déminéralisation et déprotéinisation en une seule étape de 

protéolyse acide. 

 

Pour favoriser la déminéralisation et la déprotéinisation, le pH du milieu doit être proche d’un 

pH optimisé pour réaliser ces deux réactions simultanément. De plus il doit préserver 

l'intégrité structurelle et fonctionnelle des composés hydrolysés. Enfin, son innocuité doit être 

garantie pour envisager d’éventuelles applications dans les domaines de l’agroalimentaire, de 

la nutraceutique et des cosmétiques. 

 

Les objectifs sous-jacents concernent d’une part l’approche méthodologique pour caractériser 

le substrat et les produits obtenus. D’autre part, une étude des paramètres qui influencent les 

performances du procédé est nécessaire pour son optimisation. 
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Présentation des objectifs et organisation du manuscrit 

Le premier chapitre situe le contexte de la filière des coproduits marins sur le marché actuel et 

retrace l’état de l’art concernant la chitine et ses dérivés. Un accent particulier est porté sur le 

lien entre les caractéristiques de la chitine ou de ses dérivés et leurs propriétés. Notre sujet 

s’inscrivant dans une réflexion sur la valorisation maximale des coproduits de crustacés, 

l’exploitation des autres composés présents (protéines, minéraux et pigments) est également 

étudiée. 

 

La caractérisation de la matière première, de la chitine commerciale et des produits issus du 

procédé enzymatique est nécessaire. Elle consiste à déterminer la composition de ces produits 

et leurs caractéristiques physico-chimiques. Au cours du chapitre 2, plusieurs méthodes sont 

comparées et discutées. Elles font face à la difficulté de séparer la chitine et les protéines. Une 

stratégie analytique est mise en œuvre pour estimer au mieux la composition des produits et le 

degré de pureté en chitine (ou à l’inverse son degré d’impuretés). Cette stratégie permet 

d’estimer les performances du procédé. 

 

Le chapitre 3 traite des paramètres influençant les performances de l’extraction enzymatique. 

Ils permettent d’optimiser et de contrôler les conditions du procédé. Les paramètres étudiés 

sont la température, la concentration en enzymes et la taille des fragments de matière 

première. Un plan d’expérience est réalisé pour suivre les cinétiques de déminéralisation et de 

déprotéinisation. D’après les résultats obtenus, le domaine d’étude est étendu, notamment 

avec l’augmentation de la concentration en enzyme. Un travail est alors entrepris pour 

modéliser les cinétiques de déminéralisation et de déprotéinisation. Sur la base du modèle 

retenu, un travail préliminaire d’optimisation du procédé est engagé. Il permet d’identifier nos 

conditions de référence. L’utilisation d’une autre enzyme et d’un autre acide est explorée. Une 

validation du bilan massique des deux phases issues de l’hydrolyse enzymatique est proposée. 

Ce procédé de purification de la chitine en une seule étape par voie enzymatique, a fait l’objet 

d’un dépôt de brevet (FR 11 54580 ; Fig.4).  

 

Le chapitre 4 compare les performances du nouveau procédé par rapport à l'extraction 

chimique traditionnelle, sur la base de critères de caractérisation tels que les degrés 

d’acétylation et de polymérisation, ainsi que l’indice de cristallinité. La structure des résidus 

solides, supposés être majoritairement de la chitine, est observée par microscopie à balayage 

électronique. Une analyse plus fine des composés solubilisés par l’hydrolyse enzymatique est 

ensuite proposée. 

 

La dernière partie soulignera les principales conclusions apportées par ce travail. 
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Fig.4 : Schéma du procédé d’extraction de l’invention décrite par le brevet FR 11 54580, 24 mai 2011. 
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I. Contexte économique 

I.1. Évolution du marché des produits marins, focus sur les crustacés 

Le marché des produits aquatiques ne cesse d’augmenter à l’échelle internationale. La forte 

hausse de la demande est principalement liée à l’augmentation de la consommation humaine. 

Elle représentait 0,7 Kg par habitant en 1970 tandis qu’elle a atteint 7,8 Kg par habitant en 

2008, soit une augmentation de 6,6 % par an (FAO, 2010). 

 

La consommation de produits marins est inégalement répartie sur la surface de la planète, 

comme le montre la figure I.1 (FAO, 2008). 

 

 
Fig.I.1 : Répartition de la consommation moyenne de produits marins par habitant de 2003 à 2005 

Cette répartition inégale est le reflet de valeurs traditionnelles et culturelles, de la disponibilité 

en ressources marines et de critères socio-économiques. La consommation est la plus élevée 

au Groenland et au Japon. Elle est la plus faible en Afrique. Elle est importante en Asie-

Indonésie-Océanie, en Europe Occidentale, en Amérique du Nord, Centrale et sur la côte 

chilienne. 

 

La consommation humaine de produits marins a atteint 72,1 Mt en 2006. Son augmentation 

suit celle de la population. Les utilisations non-alimentaires ont augmenté jusqu’à la fin des 

années 90 (Fig.I.2) et contribue à l’effort de pêche mondial. La principale utilisation non-

alimentaire est la production de fourniture pour l’alimentation animale, notamment pour 

l’aquaculture. 
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Fig.I.2 : Secteurs approvisionnés par la production de poissons dans le monde (sauf Chine) FAO 2009 

La hausse de la production s’explique par la progression de la production aquacole depuis le 

milieu des années 80. Cette part de l’aquaculture doit être pondérée par la place de l’Asie, 

notamment la Chine, dont la production de poissons d’élevage présente une forte ascension 

depuis les vingt dernières années (Fig.I.3. FAO, 2009). 

 

 
Fig.I.3 : Contribution relative de l’aquaculture et des captures en mer dans la consommation humaine de PM 

Avant la crise de 2009, l’augmentation de la consommation était particulièrement marquée 

pour les crustacés, principalement la crevette. La consommation mondiale est passée de 

0,4 kg/hab en 1961 à 1,6 kg/hab en 2005. Aujourd’hui, la crevette est la première valeur 

échangée parmi les produits marins. Sa production annuelle mondiale était estimée à plus de 

6 Mt en 2005. La région Asie-Pacifique, et notamment la Chine, la Thaïlande, le Vietnam, 

l’Indonésie et l’Inde, est la principale productrice, totalisant près de 88 % des productions 

(FAO, 2009 ; GLOBEFISH, 2011). Les exportations de crevettes atteignent 14 milliards de 

dollars par an, soit 16 % des produits marins. 
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La part de l’aquaculture représente 70 % de la production mondiale de crevettes et plus 

généralement 76 % pour l’ensemble des crustacés (FAO, 2006). Cependant, la répartition 

entre l’aquaculture et la pêche de crevettes est très inégale selon la région du globe (Fig.I.4). 

 

 
Fig.I.4 : Production de crevettes dans le monde, répartition entre la pêche (P) et l’aquaculture (A), FAO, 2006 

Les crevettes sont généralement traitées aux métabisulfites à la sortie de l’eau, pour éviter leur 

dégradation et le noircissement des carapaces par oxydation, (Chantereau, 1991). Elles sont 

vendues soit fraîches, soit congelées, cuites ou marinées. De plus, elles sont proposées 

entières ou décortiquées. En 2010, la plus forte augmentation était la part des crevettes cuites 

et décortiquées. Généralement, cette forme de produit est destinée à une post-transformation, 

telle que la fabrication de brochettes de la mer ou de plats préparés. 

 

L’une des espèces de crevette les plus commercialisées est la crevette tropicale, dite crevette à 

patte blanches, Penaeus vannamei. À l’origine, elle était cultivée uniquement sur la côte 

Pacifique de l’Amérique latine. Depuis sa production s’est étendue. Elle a atteint 67 % de la 

production mondiale en 2008 (FAO, 2010), soit 70 % des pénéides (Fig. I.5). La 

consommation de P. vannamei est très prisée. Elle a augmenté de 58 % en Asie et de 211 % 

en Amérique latine entre 2001 et 2006.  

 

 
Fig.I.5 : Répartition des pénéides élevées en aquaculture dans le monde, FAO, 2010 

 

 



Chapitre 1 – Etude bibliographique 

14   

L’augmentation de la production des crustacés entraîne une augmentation du volume de leurs 

coproduits
1
. Des plateformes de décorticage de crevettes existent notamment au Maroc et en 

Asie. Leur principale voie de valorisation est la production de chitine, l’un des composés 

majoritaires des cuticules de crustacés. 

 

I.2. Valorisation des coproduits marins : la chitine et ses dérivés 

Les coproduits marins désignent les parties (de poissons, céphalopodes, crustacés, etc.) issues 

d’un procédé de transformation pour la consommation humaine (filetage, éviscération, 

étêtage, pelage ou cuisson). Il s’agit des peaux, arêtes, têtes, queues, ou carapaces. Leur 

valorisation n’est pas une préoccupation récente. Ils font l’objet d’une attention particulière 

du fait de la valeur ajoutée qu’ils apportent aux procédés industriels classiques (Cf. section 

VIII). 

 

Valorisation des coproduits de crustacés : la production de chitine 

 

Les coproduits de crustacés représentent plus de 60 % du poids frais (Wang et al. 2011). Ce 

volume constitue une ressource abondante de chitine. Ce polysaccharide ancien constitue 

l’exosquelette des crustacés. Les domaines d’applications de la chitine et de ses dérivés ne 

cessent de s’étendre (Cf. section III). 

 

La production de chitine se situe en majorité en Asie-Pacifique. Les coproduits de crustacés y 

sont disponibles et la législation liée au retraitement des effluents est peu contraignante. En 

2004, on répertoriait 63 producteurs de chitine ayant une place importante sur le marché, dont 

la moitié en Asie (Montfort-Windels, 2004). Le Japon est le premier producteur (FAO, 2009).  

 

Pour la plupart des applications, la chitine n’est pas utilisée directement. Elle est convertie, 

principalement en chitosan et chitooligosaccharides (Fig.2, p3). La production de chitine était 

de l’ordre de 25 000 tonnes en 2006, dont près de 8 000 tonnes pour sa conversion en chitosan 

(GIA, 2010). En 2000, 10 000 tonnes de chitine étaient produites (Kurita, 2006), dont près de 

6 667 T pour la fabrication de glucosamine, 2 667 T pour le chitosan et 1 000 T pour les 

oligosaccharides. Le marché de la chitine n’a cessé de croître comme en témoigne la figure 

I.6. Les ventes de chitine ont atteint près de 25 000 tonnes en 2006 (GIA, 2010). 

 

                                                 
1
 Les coproduits se définissent comme étant la matière issue du processus de fabrication d’un produit principal. 

Tout comme le produit fini principal, les coproduits doivent se soumettre à une règlementation spécifique pour 

être utilisés directement ou indirectement dans l’industrie 
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Fig.I.6 : Ventes de chitine en fonction des zones géographiques (D’après GIA, 2010) 

D’après la figure I.6, le Japon domine nettement le marché de la chitine. Il participe à 61 % 

des ventes mondiales. Les perspectives annoncées à l’horizon 2015 maintiennent globalement 

ces écarts entre les régions. La production de chitine atteindrait près de 63 000 tonnes (GIA, 

2010).  

 

En 2006, 60 % de la chitine a été convertie en glucosamine. Ceci place la glucosamine au 

premier rang des volumes de ventes. Le second dérivé est le chitosan, dont la part des ventes 

représente près de 34 %. Cependant, ces chiffres masquent des disparités régionales. Par 

exemple, en Asie-Pacifique la même année, la part du chitosan est supérieure à celle de la 

glucosamine (50 % contre 46 %). Au contraire, le Japon consomme 25 % de chitosan contre 

plus de 66 % de glucosamine. Les perspectives tendent vers une très légère diminution de la 

part des « autres dérivés » au profit de la glucosamine et du chitosan (GIA, 2010). 

 

L’Asie produit de la chitine à un coût très compétitif. En Chine, 90 % de ce coût correspond 

au prix des matières premières et des réactifs (CCM International, 2009). Le tableau I.1 

montre les différences de prix en fonction des catégories de dérivés de chitine (Einbu, 2007a). 

 
Dérivés Production (T) Chitine consommée (T) Prix du marché (USD/Kg) 

Glucosamine 
Chitosan 

Oligosaccharides 
N-acétylglucosamine 

4 500 
3 000 
500 
100 

9 000 
4 000 
1 000 
200 

7 – 35 
10 – 100 
50 – 100 
20 – 140 

Tab.I.1 : Production de dérivés à partir de chitine et gamme de prix (Einbu, 2007a) 

Le principal critère qui définit le prix est le taux de pureté, lui-même lié au procédé 

d’extraction de la chitine. Einbu (2007a) rapporte des prix bien plus élevés pour des dérivés 

de très forts degrés de pureté, de l’ordre de 10 000 USD/Kg pour des oligosaccharides ultra-

purs et 50 000 USD/Kg pour le chitosan. Les prix de la N-acétylglucosamine obtenue par voie 

chimique et par voie enzymatique sont de l’ordre de 20 USD/Kg et de 100 à 140 USD/Kg 

respectivement. 
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I.3. Disponibilité de la chitine, ressource naturelle 

La chitine est l’un des polymères naturels les plus abondants sur le globe avec la cellulose 

(Khanafari et al. 2008). Ces deux polysaccharides sont similaires du point de vue de leur 

structure et leurs fonctionnalités. La chitine entre dans la composition de la cuticule des 

arthropodes et de certains mollusques (les céphalopodes), dans la paroi de certains 

microorganismes tels que les micro-algues et les moisissures. Les teneurs en chitine varient 

d’une espèce à l’autre. Le tableau I.2 montre les écarts qui existent selon les ressources 

disponibles pour produire la chitine. 

 

Source 
Teneur en chitine  

(en % mat sec) 

 
Source 

Teneur en chitine  
(en % mat sec) 

Arthropodes  2 à 72  Crabes Chinoecetes opilio 26,6 
Mollusques 6 à 40  Crevettes Pandallus borealis 17,0 
Ponophores 33  Crevettes Cangron cangron 33 
Cnidaires (capsules œufs) 3 à 30  Crevettes Penaeus monodon 3 à 30 
Annélides 0,2 à 38  Ecrevisses Procamborus darkia 0,2 à 38 
Brachiopodes 4 à 29  Bouquet 4 à 29 
Champignons 2,9 à 20,1  Plume de calmar 2,9 à 20,1 
Algues/ Lichen Faible  Krill Euphasia superba Faible 

Tab.I.2 : Teneur en chitine par espèces (Mathur et Narang, 1990 ; Shahidi, 2002) 

La production naturelle de chitine est estimée à plus d’un milliard de tonnes par an, jusqu’à 

2,3 milliard de tonnes par an selon Jeuniaux (1991). 1 328 Mt proviennent de ressources 

marines (Cauchie, 2000), dont 29,9 Mt des crustacés, 1,4 Mt des mollusques et 0,7 Mt des 

calmars (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). 

 

Les ressources pour la production de chitine 

 

Les sources privilégiées pour la production de chitine sont les coproduits de crustacés, en 

particulier les crevettes et les crabes. Cependant, le choix de la matière première est lié à 

l’activité locale. Certaines zones géographiques privilégient d’autres ressources, telles que les 

krills ou les bouquets. Les plumes de calmar sont parfois exploitées pour extraire de la chitine 

β. Cette structure est différente de la chitine α extraite des crustacés (Cf. section III). Leurs 

propriétés s’adressent à des applications technologiques spécifiques (Cf. section V). Des 

études ont également été menées sur la chitine α des éponges telles que Verongula gigantea et 

sur la chitine β de tubes digestifs de vers telles que Riftia pachyptila (Ehrlich et al. 2007). 

 

La biomasse des microorganismes constitue une quantité de chitine abondante. Parmi eux, on 

peut citer les levures, les moisissures, certains ciliates, les algues appartenant aux 

chrysophytes et certaines bactéries dont les streptomycètes (Kim, 2010). L’avantage d’une 

telle production repose sur la maîtrise de la culture des microorganismes. La production de 

chitine peut être complémentaire à la production d’acide citrique de mycelium d’Aspergillus 

niger (Cai et al. 2006). Une entreprise belge, Kitozyme, née en décembre 2000, propose des 

dérivés de chitine-glucanes (complexe de chitine ramifié avec des unités de glucanes) obtenus 

à partir de paroi d’Aspergillus Niger (Fig.I.7). 
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Fig.I.7 : Procédé de fabrication de chitine-glucane par Kitozyme 

Le rendement en chitine varie en fonction de l’espèce entre 9 à 35 % par rapport à la biomasse 

séchée. Le chitosan peut également être produit à partir de moisissures telles que Rhizopus et 

Mucor (Nadarajah et al. 2001). 

 

L’ouvrage de Kim (2010) inventorie les avantages et les inconvénients des productions à 

partir des microorganismes. La maîtrise et la rapidité de leur croissance constituent les 

principaux avantages. Cependant le rendement en chitine est seulement de 8,5 à 19,6 % et 

celui en chitosan de 1 à 4 % par rapport au poids sec de la biomasse. 

 

D’autres ressources terrestres ont également été explorées. Des études se sont intéressées à la 

production de chitine à partir de champignons (Zhang et al. 2000 ; Wu et al. 2004 ; Yen et 

Mau 2007), de vers à soie et d’abeilles (Nemtsev et al. 2004 ; Paulino et al. 2006). Les larves 

de vers sont composées de 24 % de chitine et les tonnages disponibles liés à l’industrie de la 

soie, plusieurs milliers de tonnes par an, justifieraient leurs exploitations (Zhang et al. 2000). 

De même, les abeilles exploitées pour la production de miel ont été proposées comme 

ressource pour l’extraction de chitine en Russie (Nemtev et al. 2004). 

 

Enfin, des fermes ou des cultures sur milieux synthétiques ont été élaborées pour différentes 

espèces telles que Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Trametes versicolor, Armillaria 

mellea et Pleurotus ostreatus (Pochanavanich et Suntornsuk, 2002 ; Yen et Mau, 2007, Di 

Mario et al. 2008). Le rendement en chitine atteint 8,5 à 16,9 % et celui en chitosan entre 1 et 

4 % par rapport à la biomasse sèche. 

 

 

II. Les domaines d’applications de la chitine et de ses 
dérivés 

La chitine est naturelle, non-toxique, biodégradable et versatile. Son utilisation repose 

principalement sur sa capacité à former des matrices et ses activités biologiques intéressantes 

(Goycoolea et al. 1999). 

 

Le caractère poly-cationique de très forte densité de charge du chitosan est souvent à l’origine 

de ses propriétés. En effet, il favorise la formation de complexes poly-électrolytes et ainsi la 

capacité à former des matrices (Shahidi, 1999). De plus, les dérivés de la chitine possèdent 

des activités biologiques comme hypo-cholestérolémique, antioxydant, anti-tumoral, 

antimicrobien, anti-hypertensive, antidiabétique et favorisant le système immunitaire (Kim, 

2010). Ces domaines d’application vont être détaillés ci-dessous, par ordre croissant de grade 

technologique. 
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II.1. Les applications dans le domaine agricole  

La chitine sert de substrat aux microorganismes producteurs de chitinase et d’anthraquinone 

par Morinda citrifolia par exemple (Dornenburg et Knorr, 1994). De plus, la chitine et ses 

dérivés jouent un rôle d’éliciteur sur les plantes. Il consiste à favoriser la production de 

métabolites secondaires qui renforcent les défenses immunitaires. Les dérivés de chitine 

stimulent par exemple la production de l’enzyme phénylalanine ammonia-lyase (PAL) et de la 

tyrosine ammonia-lyase (TAL), qui interviennent dans la synthèse de composés du système 

de résistance contre les pathogènes (Khan et al. 2003 ; Kim et al. 2005). Par conséquent, de 

meilleurs rendements de germination et de récolte sont obtenus (Crini et al. 2009 ; Rabea et 

al. 2003). Enfin, les produits chitineux apportent de l’azote (≈ 7 %) lorsqu’ils se décomposent, 

contribuant à l’enrichissement du sol et de la plante. 

 

II.2. Les applications dans le domaine du traitement de l’eau  

Des réductions de 70 à 98 % de la teneur en MES (matière en suspension, responsable de la 

turbidité) et de 55 à 80 % la demande chimique en oxygène (DCO) ont été observées pour le 

traitement des eaux usées (Jun et al. 1994) en utilisant du chitosan comme floculant. 

 

Du fait de leur forte densité de charge, les dérivés de chitine sont capables d’interagir avec les 

MES, les microorganismes et les ions métalliques (Taboada, 2003 ; Cardenas, 1876). Cette 

propriété est utilisée pour piéger les composés dangereux, pour les éliminer ou les doser 

(Camci-Unal et Pohl, 2010 ; Skorik et al. 2010). Guibal et al. (1994) ont étudié l’impact des 

caractéristiques des dérivés du chitosan et de leur environnement (lumière, gaz) sur leur 

capacité d’adsorption avec les ions uranyle. Le chitosan est également employé pour recycler 

les effluents de l’industrie textile en retenant des pigments (Yap et al. 2008). 

 

Le chitosan peut être utilisé de plusieurs façons, la principale étant comme floculant (Crini, 

2009). Les colloïdes en suspension, les métaux lourds, les colorants des eaux de teintureries 

(Hsien et Rorrer, 1995) ou encore les molécules aromatiques et phénoliques (No et Meyers, 

2000 ; Krajewska, 2005) s’agglomèrent avec le chitosan et les flocs sont retenus par filtration. 

Les flocs de chitosan réduisent de 50 % les MES (Rhee et al. 1998). Un autre mode d’action 

consiste à intégrer le chitosan directement dans la composition des membranes de filtration. 

 

L’encapsulation d’enzyme par des matrices chitineuses est une piste étudiée pour le traitement 

de l’eau. Miao et al. (2000) ont montré la capacité du chitosan associé à la glutaraldéhyde à 

immobiliser la peroxydase extraite de raifort. Cette enzyme est employée pour éliminer les 

phénols des effluents de raffineries (Lu et al. 2010). 

 

II.3. Les films de chitine/ chitosan 

Les films de chitine et de chitosan s’obtiennent par leur dissolution dans une solution acide. 

La teneur en humidité du polysaccharide doit être faible pour réussir le film. 

 

Du point de vue de leurs caractéristiques mécaniques, les films de chitine ne peuvent pas subir 
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d’élongation. Ceux à base de chitosan peuvent être étirés deux fois seulement. Ces propriétés 

mécaniques peuvent être améliorées par modification du chitosan (par ramification) ou par 

des ajustements de formulation. Par exemple, le chitosan-poly(vinyl-alcool) présente une 

meilleure résistance mécanique, stabilité et capacité d’élongation (Nakano, 2007). 

 

Les produits cosmétiques 

Beaucoup d’applications dans le domaine cosmétique reposent sur ces propriétés filmogènes. 

Des principes actifs peuvent être piégés dans des films ou des billes de chitosan. Ces principes 

actifs sont libérés au contact de la peau par l’effet de la diminution du pH. Les produits le plus 

couramment rencontrés sont des soins pour la peau, contre l’acné et pour les cheveux, 

notamment pour leur souplesse. Cette application repose sur les propriétés électrostatiques du 

chitosan (Rinaudo, 2006)  

 

II.4. Les applications dans les industries alimentaires et diététiques 

Plusieurs propriétés de la chitine ou de ses dérivés sont exploitées dans le domaine de 

l’agroalimentaire. Elles sont résumées dans le tableau I.3 : 

 
Applications Rôle 

Préservation de la qualité des aliments 
 
Films comestibles 
Additif alimentaire 
 

 

 
Nutraceutique (compléments nutritifs)  
 

 

 
Recyclage des effluents  

Antimicrobien 
Antioxydant 

 
Structurant 
Texturant, émulsifiant 
Ajoute arôme et couleur 
 
Fibres 
Hypocholestérolémiant 
Contre l’intolérance au lactose 
Réduction de l’absorption des lipides 
 

Tab.I.3 : Utilisations de la chitine/ chitosan en agroalimentaire (Crini et al. 2009) 

Les films alimentaires à base de dérivés de chitine sont à la fois une barrière physique et 

biologique contre les flores d’altération et les contaminations extérieures. Le chitosan serait 

plus efficace que les CHOS dans ce domaine, cependant les études ne sont pas unanimes. Tsai 

et al. (2004) montrent que le chitosan a un effet inhibiteur sur des pathogènes tels que 

Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa et Salmonella enterica 

serovar Typhi. À l’inverse, Kittur et al. (2005) et Kumar et al. (2005) ont montré que les 

CHOS étaient plus actifs. Lin et al. (2009) expliquent cette contradiction par le rôle dominant 

du degré d’acétylation par rapport à celui du degré de polymérisation. Ceci illustre bien à quel 

point les caractéristiques des dérivés de la chitine influent sur leurs propriétés.  

 

Ces films alimentaires sont également antioxydants (Jeon et al. 2002). Kim et Thomas (2007) 

ont montré un résultat positif contre l’oxydation des lipides. Cette propriété est liée à la 

présence de deux groupes hydroxyles, en C-3 et C-6 (Cf. Fig.1). Ils attirent fortement les 

atomes d’hydrogène en les détournant des lipides (Je et al. 2004 ; Park et al. 2004). Il est 
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possible de réaliser des films alimentaires comestibles grâce au chitosan (De Moura et al. 

2009 ; Cardenas et al. 2008). 

 

Le chitosan et la glucosamine sont commercialisés comme compléments alimentaires. Les 

propriétés revendiquées reposent sur leur pouvoir antioxydant et leur capacité à faire perdre 

du poids. Le chitosan agirait comme film intestinal et comme fibre. Il inhiberait l’absorption 

des lipides et des sucres (Ylitalo et al. 2002), ou activerait directement le déstockage des 

lipides (Helgason, 2008). Les oligomères du chitosan semblent également prévenir les risques 

de diabète (Kumar et Tharanathan, 2004). 

 

Les CHOS serraient également intéressants comme prébiotiques. Des résultats prometteurs 

ont été obtenus par Pan et al. (2009) avec des chitooligosaccharides de 90 % de DD et de 3 à 

6 DP. 

 

Les utilisations comme auxiliaires technologiques 

Du point de vue technique, le chitosan constitue un agent de clarification, par exemple pour 

l’industrie du vin (Chatterjee et al. 2004). Il permet d’éviter l’emploi du collagène, qui suscite 

la crainte des consommateurs depuis la crise de Creutzfeld-Jacob. Une réduction jusqu’à 95 % 

de la turbidité a été observée après utilisation de la chitine-glucane (Kim, 2010). De plus, le 

rôle antioxydant des dérivés de la chitine est exploité pour stabiliser les polyphénols du vin, et 

ainsi préserver sa couleur et ses arômes. Ils sont employés pour capter les métaux lourds par 

bio-adsorption, tels que le Cadmium, le Fer et le Plomb (Bornet et Teissedre, 2008). D’autres 

applications existent, telles que l’utilisation du chitosan pour recouvrir des fruits et légumes 

après leur récolte ou lors du procédé de fabrication du café (Scheruhn, 1999). 

 

Les limites et les risques d’allergies 

Des cas d’allergies ont été rapportés. Les procédés de fabrication et le degré de purification de 

la chitine peuvent être mis en cause puisque les allergènes incriminés seraient des agents 

chimiques tels que les métabisulfites, des amines biogènes ou des résidus protéiques tels que 

la trompomyosine (Lopata, 2010). La chitine déclenche également des réactions immunitaires 

qui peuvent aboutir à des réactions allergiques (Reese et al. 2007 ; Kim, 2012). Néanmoins, 

certains auteurs, dont Muzzareli (2010), revendiquent l’innocuité des compléments à base de 

dérivés de la chitine. De plus, le rôle du chitosan contre les inflammations liées aux réactions 

allergiques et à l’asthme a été décrit. L’explication de ces deux phénomènes antagonistes 

dépend de la taille du polymère (Brinchmann et al. 2011). 

 

La consommation de chitosan doit également être soumise à des précautions vis-à-vis du 

calcium. Liao et al. (2007) ont montré qu’il limitait l’absorption du calcium tandis que les 

CHOS favoriseraient le phénomène inverse, et donc renforceraient les os (Jung et al. 2006). 

 

II.5. Les applications dans le domaine médical 

L’activité antimicrobienne 

Le chitosan est antibactérien et antifongique (Hirano et Horiuchi, 1989 ; Allan et Hadwiger, 
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1979). Le mécanisme d’action de l’effet anti-microbiologique serait lié à la charge positive du 

C-2 (Cf. Fig.1). Cette activité serait favorisée lorsque la solubilité augmente (Chen et al. 

1998). Le mode d’action du chitosan repose sur son interaction avec les membranes des 

cellules microbiennes (Shahidi et al. 1999). Les bactéries Gram-négatifs, telles qu’E. coli, 

paraissent particulièrement concernées (Chung et al, 2004). Cette activité semble être 

favorisée par des degrés de désacétylation élevés. 

 

L’activité cicatrisante 

Le rôle du chitosan est avéré dans la réparation tissulaire de l’épiderme (Howling et al. 2001) 

et la cicatrisation (Lahiji et al. 2000). De ce fait, le chitosan est utilisé pour fabriquer des 

pansements et des bandages (Ribeiro, 2009). Par exemple, un mélange de chitosan et 

oxychitine est commercialisé comme agent de recouvrement pour les greffes, le HemCon® 

Bandage. Le degré de désacétylation augmentant, les performances de cicatrisation sont 

améliorée (Minagawa et al. 2007). 

 

L’activité de chitooligosaccharides 

Les chitooligosaccharides (CHOS) sont caractérisés par leur très faible longueur de chaîne, 

homogène ou hétérogène, d’unité de N-acétylglucosamine ou glucosamine. Selon Zhang et al. 

(1999), leur DP est compris entre 3 et 10, alors que celui de la chitine peut atteindre 5 000. 

L’engouement récent pour les CHOS s’explique par leurs propriétés intéressantes pour le 

domaine médical (Aam, 2010). Depuis les années 1970, leurs activités anti-tumorales et sur la 

réduction des métastases ont été mises en évidence (Muzzarelli, 1977 ; Suzuki et al. 1986 ; 

Nam et al. 2007 ; Shen et al. 2009). L’action s’appliquerait sur le contrôle de la croissance des 

vaisseaux sanguins (Prashanth et al. 2005 ; Wu et al. 2008). Les CHOS seraient également 

reconnus comme anti-inflammatoires en cas d’asthme (Kim, 2010) et comme anti-ulcère (Ito, 

2000). Ils sont aussi connus pour favoriser la régénération osseuse (Klokkevold et al. 1996 ; 

Park et al. 2008 ; Ratanavaraporn et al. 2009) et la minéralisation du tissu osseux (Jung et al. 

2006 ; Kim et al. 2005). Ils sont également utilisés comme vecteurs de gènes (Jiang et al. 

2008 ; Kumar et al. 2004 ; MacLaughlin et al. 1998) et comme inhibiteurs de la malaria (Tsai 

et al. 2001 ; Takeo et al. 2009 ; Langer et al. 2001). Enfin, la glucosamine est largement 

utilisée pour réduire les douleurs liées à l’inflammation des articulations (Crini et al. 2009). 

 

Le rôle de support matériel 

L’intérêt pour les nanofibres et nanoparticules à base de chitosan s’accroît en médecine. À 

base de dérivés tels que la chitine carboxyméthylée et le poly(vinyl alcool) ou associés à des 

complexes, des matrices pour la bio-ingénierie sont obtenues. Elles peuvent servir pour la 

diffusion contrôlée et ciblée de principes actifs, et pour la régénération osseuse, de la peau, du 

foie et de la prostate (Jayakumar et al. 2011). Le chitosan permet une libération et une 

diffusion progressive et contrôlée lorsqu’il est impliqué dans l’encapsulation de molécules 

actives (Thanou et Junginger, 2005 ; Kumar et al. 2004 ; Agnihotri et al. 2004 ; Berger et al. 

2004 ; Peniche et al. 2003). 

 

Les applications en soin dentaire ou vétérinaire 

Le chitosan intègre des pansements appliqués sur des lésions dues aux infections de la dent. Il 
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constitue un bio-matériel inoffensif, anti-inflammatoire et antimicrobien (Berthold et al. 

1996). Des pâtes à mâcher à base de chitosan et CHOS ont également été étudiées, pour ôter 

les débris alimentaires ingérés. La salive libère les chito-oligomères, activant ainsi leur rôle 

anti-carie (Hayashi et al. 2007). 

 

Le chitosan est utilisé par les vétérinaires comme moyen d’administration, tel que les sprays 

(application par douche), implant, bain, dispositif intra-mammaires, intra-rumen et intra-

utérin. Certains dérivés de la chitine sont indiqués pour favoriser la croissance et stimuler les 

défenses immunitaires (Kim, 2010 ; Senel et McClure, 2004). 

 

II.6. Autres applications 

L’immobilisation d’enzymes dans des matrices à base de chitosan s’étend aujourd’hui à tous 

les domaines (Kim, 2010). Les dérivés de chitine peuvent intégrer des électrodes, des 

capteurs, des phases stationnaires de colonne de chromatographie, des membranes d’osmose 

inverse et de dialyse. Dans l’industrie du papier et de la photographie, on utilise le chitosan 

pour obtenir une meilleure surface et pour résister à l’humidité. Les feuilles enduites de 

chitosan renforcent les propriétés morphologiques, mécaniques, optiques, de vieillissement et 

offrent une meilleure qualité d’impression (Kim, 2010). Dans le domaine textile, des 

principes actifs peuvent être encapsulés dans du chitosan et imprégnés dans les tissus pour 

fabriquer des vêtements dits « intelligents ». Les principes actifs se diffusent progressivement 

sur la peau à mesure que le vêtement est porté (Crini, 2009). Le chitosan est également 

capable d’améliorer la force et la rigidité d’un tissu (Kim, 2010). Enfin, la chitine, comme 

substrat nutritif, favorise la croissance de microorganismes chitinolytiques. Cette propriété est 

exploitée pour améliorer des composts (De Jin et al. 2005) et comme méthode d’identification 

de ces microorganismes (Gomez-Ramirez et al. 2004). 

 

II.7. Évolution des volumes de ventes par domaine d’application 

La figure I.8 illustre, l’évolution des secteurs d’application du chitosan de 2001 à 2006. 

 
Fig.I.8 : Évolution des domaines d’application pour lesquels le chitosan est employé (D’après GIA, 2010) 

Les applications du chitosan sont largement dominées par le secteur du traitement de l’eau, 
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qui atteint plus de 4 000 tonnes consommées en 2006. Ce secteur est suivi par celui de la 

cosmétique, de l’agroalimentaire, du médical et de l’agrochimie. Les autres secteurs tels que 

la biotechnologie, la papèterie, le textile et la photographie représentent de faibles volumes de 

ventes. Les prévisions évolueraient peu à l’horizon 2015 (GIA, 2010).  

 

Le premier pays consommateur de chitosan, notamment pour le secteur du traitement de l’eau 

est le Japon, avec près de 3 700 t en 2006. Les pays occidentalisés, tels que les États-Unis, 

consomment davantage le chitosan dans les domaines de la cosmétique, de l’agroalimentaire, 

du médical et de la biotechnologie. La zone Asie-Pacifique est leader dans la consommation 

du chitosan en agriculture/agrochimie (Tab.I.4). 

 
Domaine d’application USA Europe Japon Asie-Pacifique Canada  Autres Total 

Traitement de l’eau 450,3 368,6 2 900,8 245,8 74,9 101,0 4141,4 
Cosmétique 535,8 173,6 209,6 136,4 54,2 79,8 1189,4 
Agroalimentaire 352,0 209,6 197,2 72,2 67,8 33,1 931,9 
Santé/Médecine 306,5 84,9 156,2 200,5 31,1 13,9 793,1 
Agrochimie 125,6 73,4 89,0 285,5 29,2 20,0 622,7 
Biotechnologie 131,2 37,1 57,5 45,2 15,8 12,1 298,9 
Pulpe/papier 39,1 28,9 36,1 29,6 11,2 6,8 151,7 
Textile 
Photographie 

23,47 
13,04 

17,8 
9,1 

25,5 
29,7 

19,9 
8,9 

6,3 
2,9 

4,3 
1,7 

97,3 
65,3 

Applications diverses 28,89 18,9 54,1 19,1 8,3 4,1 133,4 

TOTAL 2005,9 1021,9 3755,7 1063,1 301,7 276,8 8425,1 

Tab.I.4 : Répartition des applications du chitosan, en tonnes, en 2006 (GIA, 2010) 

 

II.8. Conclusions sur les caractéristiques de la chitine et ses 
applications 

Les applications décrites ci-dessus soulignent le lien entre les caractéristiques structurelles des 

dérivés de la chitine avec leurs domaines d’application. En particulier, le degré d’acétylation 

(Bajaj et al. 2011 ; Kurmirska et al. 2010) et le poids moléculaire sont déterminants. Sorlier et 

al. (2001, 2003) ont étudié l’impact du DA sur les propriétés électrostatiques de la chitine et 

du chitosan. Aranaz (2009) dresse un bilan assez complet des propriétés de la chitine et du 

chitosan en fonction de leurs caractéristiques (Annexe B).  

 

 

III. Structure de la matrice chitineuse chez les crustacés 

III.1. La biosynthèse de la chitine 

La biosynthèse de la chitine fait intervenir des enzymes nommées chitine-synthases (CS), de 

la famille des glycotransférases. Elles catalysent l’association de deux monomères de N-

acétylglucosamines. Elles requièrent de l’UDP-N-acétylglucosamine comme substrat et des 

cations divalents (Khoushab et al. 2010). La biosynthèse est divisée en trois étapes distinctes. 

Au cours de la première étape, l’enzyme se place le long de la membrane cytoplasmique et 

oriente convenablement le polymère vis-à-vis de son site actif. La seconde étape est la 
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translocation du polymère à travers la membrane. Il est alors libéré dans l’espace 

extracellulaire. La dernière étape permet l’assemblage de plusieurs polymères en microfibres 

cristallines. 

 

III.2. L’organisation de la cuticule des crustacés 

Les cuticules de crustacés sont constituées de chitine, protéines et minéraux (essentiellement 

le carbonate de calcium). Les proportions sont variables selon les espèces. Le tableau I.5 

(Kurita, 2006) illustre les quantités de chitine et de carbonate que l’on peut trouver selon la 

source. Les ressources traditionnellement exploitées pour extraire la chitine, sont composées 

de 15 à 40 % de chitine, 20 à 40 % de protéines et 20 à 50 % de carbonate de calcium (en 

poids sec). Pour une espèce donnée, la répartition est plus stable (Bouchon, 1995). 

 
Source Chitine (%) CaCO3 (%) 

Cuticule de crabe 
Cuticule de crevette 
Cuticule de bouquet 
Plume de calmar 
Coquille d’huître/ palourde 
Cuticule d’insectes 
Paroi de cellule fongique 

15-30 
30-40 
20-30 
20-40 

3-6 
5-25 

10-25 

40-50 
20-30 
20-25 

Négligeable 
85-90 

Négligeable 
Négligeable 

Tab.I.5 : Quantités de chitine et de carbonate de calcium (Kurita, 2006) 

Les trois constituants majoritaires, chitine, protéines et CaCO3, forment un réseau dense. La 

chitine y joue plusieurs rôles structurels et fonctionnels vitaux. Elle forme une barrière 

physique entre le corps de l’organisme et son environnement (Roer et Dillaman, 1984). Elle 

participe à sa protection contre les radiations, la chaleur, les agressions chimiques et 

physiques. Elle est également le site d’attachement des muscles et le lieu d’échange et de 

transport de substances, notamment l’adsorption de composés anioniques. Enfin, elle joue un 

rôle dans le système immunitaire (Tokura et Tamura, 2007). 

 

L’origine du nom de la chitine est issue du grec « khiton » qui signifie « tunique » car elle 

participe à l’enveloppe extérieure de nombreux organismes depuis des milliers d’années. À ce 

titre, la chitine ou ses unités osidiques servent à étudier les fossiles et la phylogénie (Shen et 

Jacobs, 1998). Par exemple, Furuhashi a utilisé la chitine pour déterminer l’ancêtre commun 

des mollusques (Furuhashi, 2009). 

 

La chitine forme, avec les protéines, des microfibrilles cristallines. L’élasticité de la carapace 

dépend du degré de liaison entre la chitine et les protéines, et de leur répartition dans la 

matrice. Ces protéines peuvent être des arthropodines
2
 (responsables de la rigidité), des 

sclérotines
3
 (rôle dans la pigmentation) ou des résilines

4
 (attribuées à l’élasticité des cuticules 

et permet les mouvements). 

 

                                                 
2
 Protéine associée à la chitine dans l'endocuticule des arthropodes, elle se caractérise par une forte rigidité 

3
 Protéine tannée entrant dans la composition de la cuticule des Arthropodes 

4
 Famille des protéines élastiques (inclue l’élastine, le gluten). Chez les insectes elles participent à la capacité de 

sauter ou tout autre mouvement rapide ou répétitif qui nécessite du stockage d’énergie 
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L’un des premiers à avoir décrit précisément la structure de la cuticule des crustacés est Yves 

Bouligand (1972), le motif de la structure porte donc son nom. Elle s’organise en plusieurs 

étages (Fig.I.9), on peut distinguer sept niveaux hiérarchiques qui vont être décrits ci-dessous. 

 

Au premier niveau se trouve la structure moléculaire de la chaîne linéaire polysaccharidique 

de la chitine. Au second, on distingue les trois formes d’arrangement géométrique de ces 

chaînes, soit α, β ou γ (Cf. IV.1). Au troisième niveau, 18 à 25 molécules de chitine 

s’assemblent en unités cristallines, étroites et longues, enveloppées de protéines. Ces 

nanofibres ainsi obtenues mesurent 2 à 5 nm de diamètre et environ 300 nm de longueur. 

Elles s’assemblent ensuite en fibrilles plus importantes, de l’ordre de 50 à 300 nm de 

diamètre. L’espace disponible entre les fibrilles est comblé par les protéines et des minéraux, 

principalement le carbonate de calcium, soit sous forme cristalline (calcite), soit amorphe 

(Vincent, 2002 ; Raabe et al. 2005). 

 
Fig.I.9 : Niveaux hiérarchiques dans l’organisation de la cuticule de crabe H. americanus (Raabe, 2005). 

Au niveau suivant, les microfibrilles s’organisent en plans. Enfin les plans se superposent, 

chacun étant tourné d’un degré de rotation constant par rapport à l’axe normal. On obtient une 

structure hélicoïdale (Fig.I.10). Cette organisation particulière est appelée « motifs de 

Bouligand » (Bouligand, 1972 ; Giraud-Guille, 1984). 

 

 

 

 

Fig.I.10: (a) Motifs de Bouligand, CT de cuticule de homard en MEB, Raabe, 2006 ; (b) représentations 

schématiques de l’empilement des fibres, Pillai et al. 2009 

L’observation des plans superposés de chitine-protéines permet de distinguer des perforations 

perpendiculaires qui constituent des pores traversés par des canaux. À cause de son aspect, 

a b 
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cette structure est appelée « nids d’abeilles » (Fig.I.11). Les canaux sont formés de fibres de 

chitine-protéines minéralisées et ils sont flexibles (Fabritius et al. 2009). 

 

 
Fig.I.11 : Structure en « nid d’abeilles »  de cuticule de homard en CT par MEB (a) Pillai, 2009 (b) Raabe, 2006 

D’après l’étude de Raabe (2005), on peut distinguer deux parties dans l’organisation de la 

cuticule. L’exo-cuticule est caractérisée par une forte rigidité (8,5-9,5 GPa) et une forte 

résistance (130 à 270 MPa). L’endo-cuticule est plus désorganisée, moins rigide (3-4,5 GPa) 

et moins résistante (30-55 MPa). 

 

La minéralisation a été étudiée par Giraud-Guille et al. (2004) à partir de la cuticule du crabe. 

Les cristaux de calcite sont produits à la surface de l’épicuticule par des enzymes pendant la 

mue. La production s’étend en surface tels des disques plats, puis s’infiltre verticalement et 

horizontalement, partout où l’espace est libre entre les cellules épidermiques. 

 

Ces travaux suggèrent que la minéralisation est initiée par du carbonate de calcium analogue à 

du cristal liquide (phase dite cholestérique). Les molécules évolueraient vers une phase 

nématique chirale (orientation dirigée et arrangement hélicoïdal) en fonction de la teneur en 

chitine dans le milieu. Ceci conduit à la minéralisation progressive, la formation de nouvelles 

liaisons entre molécules et l’augmentation progressive de la rigidité des carapaces. La figure 

I.12 montre la structure de la cuticule normale et décalcifiée. 

 

 
Fig.I.12 : Structure de la cuticule normal (a) et décalcifiée (b) par MEB (Raabe, 2005) 

L’ensemble du dispositif fibrillaire torsadé confère à la cuticule une grande cohésion rigide. 

Les microfibrilles et les plans sont stabilisés par des liaisons hydrogènes ou covalentes (Pillai 

et al. 2009; Rinaudo, 2008). Parmi ces liaisons, l’une des plus fortes, –C–O–NH–, permet de 

a b 

a b 
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maintenir les chaînes primaires de chitine à une distance de 0,47 nm (Pillai et al. 2009). 

 

La chitine et les protéines sont liées indirectement (Neville et al. 1976). Leurs liaisons seraient 

similaires à celles qui s’opèrent entre la cellulose et les protéines (Tormo et al. 1996). Ces 

liaisons reposent sur des noyaux aromatiques fixés d’un coté au squelette carboné du 

polysaccharide et de l’autre à la protéine. Les noyaux aromatiques seraient liés aux carbones 

C-1 et C-2 (Cf. Fig.1, p3) des N-acétylglucosamines de la chitine d’une part, à l’aspartate et à 

l’histidine des protéines d’autre part. Plus de 50 % des protéines seraient impliquées dans 

cette interaction (Diaz-Rojas et al. 2006). La présence de phénol-o-dihydrique a également été 

rapportée (Roberts, 1992). Cette molécule serait située entre les protéines afin de les protéger 

contre les chitinases et de la déshydratation. 

 

La relation entre les protéines et la chitine a été étudiée par pyrolyse et chromatographie 

GC/MS par le biais de marqueurs (Stankiewicz et al. 1996). Un résidu d’hystidyle et un 

groupe catéchol serviraient de lien pour relier la chitine et les protéines (Fig.I.13). 

 

 
Fig.I.13: Proposition de structure entre chitine et protéines, a) Stankiewicz et al. 1996 b) Hamodrakas, 2002 

Les protéines impliquées dans cette interaction présenteraient une surface plane, selon une 

configuration en feuillet-β (Iconomidou et al. 1999). D’un coté, les groupes aromatiques se 

lient à la chitine, de l’autre des liaisons entre protéines s’établissent (Hamodrakas, 2002). 

L’analyse d’arthropodes fossilisés a révélé une structure soutenue par un polymère minéral, 

dit géopolymère. Il est similaire au squelette carboné de céphalopodes récents sur lequel sont 

fixées des molécules aromatiques (Gupta et al. 2008). 

 

Certains peptides présents dans les cuticules sont responsables de l’inhibition de la 

calcification (Inoue et al. 2004). L’activité repose sur une affinité du peptide avec les ions 

calcium, qui sont ainsi détournés. Des lipocalines
5
 sont également présentes dans la cuticule. 

Elles jouent un rôle dans le transport de substances et le maintien de la structure générale 

(Grzyb et al. 2006). Hackman et Goldberg (1978) ont mis en évidence l’influence du pH sur 

des liaisons non-covalentes entre les protéines et la chitine. 

                                                 
5
 Protéines impliquées dans le transport de petites molécules hydrophobes (stéroïdes, sels biliaires, rétinoïdes…). 

Elles partagent des régions de séquences homologues et une architecture tertiaire commune 
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D’autres recherches se concentrent sur les gènes codant les protéines de cuticules (Willis et al. 

2010). Des protéines sont précisément identifiées, référencées et ciblées pour une activité 

spécifique. Elles intéressent notamment le secteur médical (Khoushab, 2010). Parmi ces 

protéines, la tachycitine est reconnue pour son activité antifongique (Suetake et al. 2002). 

 

 

IV. Les caractéristiques biochimiques et physicochimiques 
de la chitine et ses dérivés 

« Chitine » peut être considérée comme le terme générique pour les amino-polysaccharides 

composés d’unités de N-acétyl-β-D-glucosamines (NacGlu ou A), à hauteur de 50 à 100 %, 

et de D-glucosamines (Glu ou D), la fraction complémentaire. Les unités sont reliées entre 

elles par des liaisons β(1-4) et les groupements N-acétyles sont fixés au C-2 (Tokura et 

Tamura, 2007). 

 

Une chitine parfaite possèderait un degré d’acétylation (DA) de 100 % tandis que le chitosan, 

son dérivé désacétylé idéal, aurait un DA de 0 % (ou un degré de désacétylation, DD, de 

100 %) si la désacétylation était complète. Dans la nature, ces deux extrêmes n’existent pas, la 

forme la plus courante est une chitine de DA de 85-95 %, rarement moins. Le chitosan est 

obtenu par désacétylation de la chitine. La limite de DA entre chitine et chitosan varie selon 

les auteurs. On parle de chitosan à partir de 50 % de NacGlu selon Al Sagheer (2009), plus 

généralement le chitosan est défini comme étant la forme désacétylée à plus de 60-70 %. La 

figure I.14 représente les deux molécules. 

 

 
 

 
Fig.I.14 : Représentation idéale de la chitine (a) et son dérivé obtenu par désacétylation, le chitosan (b). 

La stabilité thermique de la chitine est étudiée pour caractériser les différentes chitines et ses 

dérivés. Elle est évaluée par analyse thermogravimétrique (ATG) et se situe entre 370 °C et 

600 °C (Romano et al. 2007). Lorsqu’elle est complexée dans la matrice des cuticules, la 

stabilité thermique est modifiée, influencée par les interactions avec les protéines et minéraux 

(Zhou, 2010). Une approche détaillée de cette technique sera présentée ultérieurement, au 

Chapitre 2. (Section III.5.2). 

a) 

b) 
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Les caractéristiques structurelles de la chitine et de ses dérivés déterminent directement leurs 

propriétés et par conséquent leurs domaines d’application (Berth et Dautzenberg, 2002 ; 

Lamarque et al. 2004 ; De Alvarenga et al. 2010). Leurs propriétés sont principalement liées 

au degré de polymérisation (correspond à la longueur de la chaîne), au degré d’acétylation, à 

la répartition des groupes acétyles et à la cristallinité (Jaworska et al. 2003). 

 

IV.1. La structure cristalline et l’indice de cristallinité 

La présence des trois arrangements α, β et γ (Fig.I.15) varie selon le type de tissu. Elle est 

associée à un rôle physiologique particulier (Pillai et al. 2009). La chitine α est caractérisée 

par des chaînes antiparallèles. À l’inverse les chaînes de la chitine β sont disposées en 

parallèle. Le troisième allomorphe
6
, γ, est peu courant et alternerait les arrangements 

parallèles et antiparallèles (Rinaudo, 2008). 

 

La chitine α est la plus courante, présente chez les Arthropodes, dont les crustacés, chez les 

fongiques et les levures. Elle est la forme la plus stable grâce aux liaisons hydrogènes et 

covalentes entre les chaînes. Les liaisons glycosidiques sont orientées selon une géométrie di-

axiale, ce qui implique une position diagonale des motifs de N-acétylglucosamines. Ceci 

favorise l’association latérale de ponts hydrogènes entre chaînes et des groupes C=O aux 

groupes N-H (Rinaudo, 2006). Einbu (2007) note également des liaisons intramoléculaires 

entre le C-6 et le carbonyle, puis entre l’oxygène du cycle et le C-3 (Fig.1, p3). Par 

conséquent, la cristallinité de la chitine α est élevée. 

 

Au contraire, la chitine β est moins stable, moins cristalline et plus rare. Elle est présente dans 

les plumes de calmar, dans les tubes produits par des vers de la famille des pogonophores
7
 et 

vestimentifères
8
, chez certaines algues et protozoaires (Rinaudo, 2006). En particulier, une 

forme très pure de la chitine β est synthétisée par la diatomée Thalassiosira fluviatilis (Herth, 

1979). À cause de sa stabilité réduite, la chitine β est plus réactive que la chitine α, 

notamment avec les solvants (Shimojoh et al. 1998 ; Aranaz, 2010). 

 

 
Fig.I.15: Arrangement des trois formes existantes de chitine : α, β et γ (Einbu 2007) 

La distinction entre ces formes peut être réalisée par RMN, Rayons X ou spectrophotométrie 

                                                 
6
 Formes différentes à partir d’une même unité de base 

7
 Vers cœlomés sédentaires vivant dans des tubes annelés sur les fonds marins 

8
 Vers marins vivant dans de grands tubes, n’ayant pas de système digestif, mais en symbiose avec des bactéries 
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IR (Sun et al. 2006). 

 

L’organisation d’un solide est soit amorphe, soit cristalline, soit semi-cristalline. L’état 

cristallin est caractérisé par la répétition périodique d’un motif, lequel est placé dans une 

maille fictive. Cette méthode permet de déterminer les caractéristiques spatiales du motif et 

donc du cristal. La maille est généralement un parallélépipède défini par trois longueurs a, b 

et c et trois angles d’orientation α, β et γ (Fig.I.16). Ensuite, l’assemblage des motifs forme un 

réseau périodique monodirectionnel, bidirectionnel (plan 2D) ou tridirectionnel (espace 3D). 

Les points du réseau où sont situées les particules s’appellent des nœuds. Ils caractérisent 

également l’organisation cristalline. 

 

 
Fig.I.16: Maille cristalline 

Okuyama (1997) a étudié l’organisation cristalline du chitosan, à partir de chitine de crabe 

désacétylée. Le motif cristallin présente une structure orthorhombique
9
, selon les dimensions 

a = 8,9, b = 17,0, c (axe de la chaîne) = 10,3 Å, dans un espace de type P212121. Takura et 

Tamura (2007) comparent la cristallinité de chitine α et β. La chitine α présente une structure 

orthorhombique de dimension a = 4,7, b = 18,9 et c =10,3 Å (Minke et Blakwell, 1978). 

Tandis que la chitine β est monoclinique, de dimension a = 4,8, b = 9,3 et c =10,4 Å et 

d’espace P21. Ils montrent également des modifications selon la teneur en eau dans les 

produits. Ces résultats illustrent les différences de cristallinité qui peuvent être rencontrées en 

fonction de l’origine de la chitine et du type de dérivé. 

 

D’autres paramètres ont une influence sur la cristallinité, tous sont liés au procédé de 

fabrication. Les traitements acides et basiques prolongés ont tendance à réduire la cristallinité 

(Seoudi et Nada, 2007), ainsi que la désacétylation (Revol et Marchessault, 1993 ; Vikhoreva 

et al. 1999). De plus, la solubilité est directement liée à la cristallinité et à la teneur en 

glucosamines dans le produit (Cho et al. 2000). Cependant, il est possible de régénérer le 

système cristallin par un traitement basique adapté (Pillai et al. 2009). Lamarque et al. (2004) 

révèlent que l’augmentation de la cristallinité s’oppose à la désacétylation. 

 

L’organisation microscopique des cristaux de chitine ou de chitosan est étudiée par diffraction 

aux rayons X. Le principe de son calcul sera détaillé au chapitre 2.III.3. Cette technique 

permet de décrire l’organisation cristalline et de mesurer l’indice de cristallinité d’un 

                                                 
9
 Terme qualifiant un système cristallin qui est un prisme droit, et dont la base est en forme de losange 
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échantillon. Cet indice traduit la proportion de zones cristallines au sein d’une structure 

(Jaworska et al, 2003). Il est important de noter que les traitements acides éliminent les zones 

amorphes et par conséquent augmentent l'indice de cristallinité (Remol et Marchessault, 

1993). 

 

IV.2. Le degré de polymérisation 

Les macromolécules de chitine possèdent un poids moléculaire important, généralement 

supérieur à 10
6 

Da (1 à 2,5*10
6
 Da selon Pacheco, 2009), soit plus de 3 000 à 5 000 unités 

répétitives, en fonction de la proportion de Glu
10

 et de NacGlu
11

. Les poids moléculaires des 

chitosans sont souvent réduits au cours du procédé de désacétylation, cependant ils demeurent 

élevés, de l’ordre de 10
5 

à 5*10
3 

Da. Les exemples cités par la littérature varient. Fischer et al. 

(2004) utilisent du chitosan de 0,4 à 1*10
5 

Da, désacétylé entre 70 et 95 %. No et al. (2003) 

évoquent des poids moléculaires de l’ordre de 10
6
 Da tandis que Ito et al. (2000) situent la 

chitine au-delà de 10
6 

Da, le chitosan entre 0,5 et 1*10
6 

Da et ses oligomères entre 25 et 

500 kDa. Kumar et Tharanathan (2004) délimitent le poids moléculaire des LMWC (low 

molecular weight chitosan) de 5 à 20 kDa. Notons que la taille des macromolécules est 

importante pour les applications tel que le médical (Cf. section II). 

 

Les oligomères de chitine et de chitosan s’obtiennent par hydrolyse de la chaîne carbonée. 

Jung et al. (2007) obtiennent des chitobioses [(NacGlu)2], chitotrioses [(NacGlu)3], chito-

heptoses [(NacGlu)7] et chitooctoses [(NacGlu)8]. Les traitements acides et la déprotéinisation 

enzymatique favorisent la dépolymérisation (Poirier et Charlet, 2002). 

 

IV.3. La masse molaire et la polydispersité des longueurs de chaîne 

Les polymères n’ont pas de masse molaire car la nature et le nombre de leurs unités varient. 

On parle de distribution de masse moléculaire moyenne en nombre (Mn), en poids (Mp) et 

viscosimétrique (Mv). Elles sont illustrées par la figure I.17. Cependant, par abus de langage 

le terme « masse molaire » est souvent utilisé. 

 
Fig.I.17 : Dispersion des masses moléculaires 

                                                 
10

 Glu ou D : D-glucosamines, monosaccharide constitutif du chitosan pur 
11

 NacGlu ou A  N-acétyl-β-D-glucosamines, monosaccharide constitutif de la chitine pure 
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Le rapport Ip entre Mp et Mn est appelé indice de polymolécularité. Plus celui-ci est élevé, 

plus la distribution est élevée. 

  
n

p
p

M

M
I   (I.1) 

Par définition, la masse molaire Mn est liée au degré de polymérisation moyen en nombre, 

DPn, selon la relation suivante : 

  0mDPM nn 

 

unité uned' molaire massela  avec ,   0m  (I.2) 

Les deux grandeurs traduisent la longueur moyenne des polymères. En pratique, on a recours 

à des techniques telles que la chromatographie d’exclusion stérique pour estimer la masse 

molaire moyenne en nombre. Cependant, cette technique serait très difficile à mettre en œuvre 

pour la chitine. On détermine donc plutôt la masse molaire viscosimétrique, d’après les 

travaux de Staudinger (1881-1965) sur la viscosité des solutions de polymères. 

 

D’après l’équation de Mark-Houwink-Sakura (MHS), la viscosité intrinsèque est 

proportionnelle à Mv lorsque la concentration des polymères dissous tend vers zéro. Or, la 

viscosité intrinsèque peut être mesurée à l’aide d’un viscosimètre à capillaire. 

  [η] = KMv
a 
(MHS) (I.3) 

Les coefficients a et K de l’équation MHS dépendent du type de solvant, du polymère et de la 

température (Flory et Fox, 1996). Le coefficient a est relatif à la conformation de la molécule. 

Le polymère tend à être linéaire lorsque a tend vers 1. À l’inverse quand a décroît, la 

molécule tend vers une forme de pelote compacte. De plus, la valeur de a confirme le 

caractère linéaire de la chitine. Les coefficients a et K ont été calculés pour la chitine 

solubilisée dans le DMAc/LiCl (Poirier et Charlet, 2002 ; Rinaudo, 2006). Leur valeur et la 

méthode pour déterminer la masse molaire est décrite au chapitre 2 (section III.2).  

 

Kasaai et al. (2000) ajoutent un facteur de correction qMHS dans l’équation de Mark-Houwink-

Sakurada pour tenir compte de l’impact de la polydispersité des chaînes. Pour la chitine 

comme pour le chitosan, la masse molaire moyenne et la polydispersité des longueurs de 

chaîne dépendent essentiellement des conditions du procédé de fabrication (Tsai et al. 2010). 

La polydispersité affecte indirectement les propriétés de la chitine et du chitosan, en atténuant 

celles liées à la masse molaire. Lorsque la polydispersité est étroite, son impact est minimal. 

Au contraire, si Ip est élevé, les propriétés liées à la masse molaire sont affectées. Par exemple, 

la capacité à former des capsules, des nanoparticules et des liaisons avec d’autres substances, 

sera différente (Tsai et al. 2010). Limiter la poly-dispersion favorise donc le contrôle des 

procédés d’applications. La polydispersité peut être réduite par un traitement mécanique tel 

que les ultrasons (Chen et al. 1997 ; Wu et al. 2008). 

 

IV.4. La solubilité 

La solubilité d’un polymère est liée aux interactions intra et inter moléculaire entre les chaînes 

(Ravindra et al. 1998). La densité de charge de la chitine implique son caractère hydrophobe. 

Par conséquent, elle n’est pas soluble dans les solvants classiques. Les acides concentrés, de 
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préférence à chaud, et certains solvants toxiques sont capables de solubiliser la chitine. Leur 

utilisation est dangereuse pour l’opérateur et dégradent la structure de la chitine et du chitosan 

(Hsiao et al. 2004). Le tableau I.6 dresse une liste non-exhaustive de ces solvants. 

 
Chitine Dimethylformamide/ 5% chlorure de lithium  

Dimethylacétamide/ 5% chlorure de lithium 
Hexafluoroisoacétone sesquiquihydrate 
Hexafluoroisopropanol 

Chitosan Acide formique/w, Acide acétique/w,  
Acide lactique/w, Acide glutamique/w,  
Acide dicholoracétique  
Acides trichloroéthane, dichloroéthane 

Tab.I.6 : Liste non-exhaustive des solvants de la chitine, (Shahidi, 2002 ; Kumar, 2004 ; Morris 2009) 

Ceci constitue l’inconvénient majeur qui limite l’utilisation de la chitine et rend difficile sa 

caractérisation. Des recherches récentes portent sur le potentiel des liquides ioniques pour 

solubiliser la chitine d’une part, et former un film d’autre part (Wu et al. 2008 ; Kadokawa et 

al. 2011). 

 

L’acide phosphorique (H3PO4) est un acide alimentaire également capable de solubiliser la 

chitine. Hein et al. (2007) l’utilisent pour la mise au point d’une méthode de détermination du 

DA. La chitine est dissoute à 55 °C, par H3PO4 à 0,5 M, dans un ratio w/v de 1 :200 et 

pendant 1 h. Wu et Zivanovic (2008) pratiquent la même technique sous des conditions plus 

fortes, à 60 °C et jusqu’à 3 h. L’inconvénient de cette méthode est la production d’ions 

glucofuranosyl oxazolinium (Vincendon et al. 1997), composés intermédiaires instables qui 

peuvent nuire à la mesure de DA par RMN (Einbu et al, 2007b). 

 

Pour obtenir un équilibre entre la dégradation minimale et la solubilisation maximale de la 

chitine, le solvant privilégié est généralement le DMAc/LiCl. Un complexe se forme entre les 

ions Cl
-
 et les groupes protonés OH

-
 et NHCOCH3

- de la chitine. La formation de ce 

complexe « polyélectrolyte » s’accompagne de la rupture des liaisons hydrogènes qui stabilise 

la structure cristalline du polymère, favorisant sa solubilisation (Poirier et Charlet, 2002). La 

viscosité intrinsèque de la chitine solubilisée est alors déterminée pour estimer sa masse 

molaire moyenne en nombre. 

 

La solubilisation du chitosan est davantage accessible par des solvants acides, à un pH < 6,5, 

correspondant au pKa du chitosan. La présence des groupements protonés NH3
+
 modifie la 

densité de charge de la molécule. Par conséquent, la solubilisation dépendra du DA, ainsi que 

de la nature du solvant. Le tableau I.6 donne également une liste non-exhaustive de solvants 

du chitosan. Généralement, les plus courants sont des mélanges à base d’acide acétique et 

d’acétate de sodium (Kasaai, 2007). 

 

La masse molaire, la polydispersité et la solubilité de la chitine et ses dérivés ont un impact 

direct sur leur comportement rhéologique. Par exemple, la viscoélasticité et le volume molaire 

sont affectés. La concentration en polymère dans le solvant est également importante. Il existe 

une concentration critique, dite d’enchevêtrement ou de recouvrement, au-delà de laquelle les 

pelotes de macromolécules s’interpénètrent. Cette concentration dépend de la masse molaire 
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et du degré d’acétylation (Dong et al. 2002 ; Franca et al. 2008). 

 

IV.5. Le degré d’acétylation et la répartition des groupes acétylés 

Ce critère dépend exclusivement des conditions du procédé de fabrication du chitosan. 

 

Le degré d’acétylation ou de désacétylation peut être déterminé par plusieurs techniques. Le 

choix de la méthode est dicté par l’ordre de grandeur du DA. En effet, chaque méthode 

présente nombre d’avantages et d’inconvénients en fonction de l’échantillon, du DA du 

polymère et de l’éventuelle présence d’interférences par d’autres composés. Kasaai (2009) a 

comparé les différences entre méthodes, parmi lesquelles on peut citer la spectroscopie UV, 

visible et infrarouge, la spectroscopie par résonance magnétique et la potentiométrie (ou 

titration), l'analyse élémentaire et la diffraction aux rayons X. Ramos-Ponce et al. (2010) ont 

récemment mis au point une méthode de spectrophotométrie basée sur la réactivité de la 

génipine (extrait de plantes médicinales) avec les groupes amines. Toutes les techniques 

s'adressent à une gamme de DA spécifique (Hein et al. 2007; Kasaai, 2009). 

 

La répartition (PA
12

) des unités de N-acétylglucosamines et glucosamines le long de la chaîne 

polysaccharidique est hétérogène. Cette caractéristique est également déterminante pour les 

propriétés de la chitine (Kumirska et al. 2009). D'après la figure I.18, on distingue plusieurs 

modes de répartition des motifs. 

 

 
Fig.I.18: Schémas de distribution des groupes acétyles le long de la chaîne carbonée du chitosan, a) PA=0: 

répartition par blocs uniformes, b) PA=1: répartition aléatoire et c) PA=2: répartition alternée entre A et D. 

Le DA et le PA influencent la solubilité de la chitine et de ses dérivés, les interactions entre 

les chaînes, leur flexibilité, leur conformation et par conséquent, leur domaines d’applications 

(Kumirska et al. 2009; 2010; Weinhold et al. 2009). 

 

Il a été souligné que les conditions de production ont un impact sur les caractéristiques de la 

chitine et ses dérivés. Nous allons maintenant aborder la mise en œuvre du procédé classique 

d’extraction. Il s’agit de la voie chimique, employée traditionnellement par les industries. 

 

                                                 
12

 « PA » pour « Pattern of N-acetylation » correspond à la répartition des glucosamines acétylées ou non le long 

de la chaîne carbonnée 
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V. La production de chitine et de ses dérivés par voie 
chimique 

V.1. Schéma général 

La production de chitine repose sur la purification de la matière première. L’attention est 

principalement portée sur l’élimination du carbonate de calcium et des protéines. Bien que ce 

procédé réponde à la définition d’une purification, nous continuerons à employer l’abus de 

langage généralement admis qui consiste à parler d’« extraction » de la chitine. 

 

L’extraction chimique consiste en un traitement acide pour la déminéralisation et un 

traitement alcalin pour la déprotéinisation. Les autres composés minoritaires sont supposés 

être entrainés au cours de ces deux réactions. La déminéralisation précède généralement la 

déprotéinisation car l’inverse aurait un impact sur le DP et le DA du polymère (Rao et 

Stevens, 2005). Entre chaque étape, le produit est rincé abondamment à l’eau déminéralisée. 

La figure I.19 schématise un exemple de production de chitine et de ses dérivés. 

 

 
Fig.I.19 : Procédé industriel de fabrication de la chitine et de ses dérivés (France Chitine) 

En amont, la préparation de la matière première est indispensable pour réduire les risques de 

dégradation de la chitine. Les modes opératoires sont propres à chaque entreprise, souvent 

basés sur le séchage pour éviter l’autolyse
13

 naturelle. France Chitine a fait le choix d'ensiler 

et de saler les carapaces de crevettes et de crabes pour les conserver. Elles sont ensuite rincées 

                                                 
13

 Activité des enzymes endogènes 
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à l’eau distillée jusqu’à obtenir la conductivité d’une eau pure, puis séchées à froid. Enfin 

elles sont cryobroyées à l’azote liquide (Percot et al. 2003a). Cette méthode permet de stocker 

la matière première pour l'année, ce qui lisse les variations saisonnières. De plus, les produits 

extraits auront une couleur plus blanche, comparé au produit obtenu après séchage au soleil. 

 

Les rendements en chitine dépendent du choix de la matière première et des conditions du 

procédé d’extraction. De plus, les travaux de Einbu (2007a) montrent des variations sensibles 

dans la composition des coproduits de crevettes au cours des saisons. De manière générale, à 

partir des ressources industriellement exploitées, le rendement est compris entre 20 et 40 % 

(Cf. section III ; Charoenvuttitham et al. 2006). Tolaimate et al (2003) soulignent que 

l’optimisation des conditions est fonction de la matière première. Par exemple, l’étape de 

déminéralisation à l’HCl est accentuée lorsque l’extraction s’effectue à partir de crabe ou de 

homard (HCl 2 M, Tamb, 5 à 48 h). Au contraire, pour le bouquet ou les calmars, la 

concentration en acide et la durée du traitement doivent être limitées (HCl 0,6 M, Tamb, 2 h). 

Ces conditions sont liées à la quantité de carbonate de calcium présente. 

 

Le procédé d’extraction repose sur la déminéralisation et la déprotéinisation. Pour les réaliser, 

de nombreuses combinaisons de concentration en réactifs, durée, température et ratio 

réactif/substrat ont été testées. Les entreprises privilégient la formule qui convient à leur 

propre cahier des charges. 

 

V.2. La déminéralisation 

Le traitement acide élimine les minéraux, qui passent en solution sous forme de sels. Pour des 

raisons économiques, l’acide hydrochloridrique (HCl) est privilégié.  

 

La concentration minimale, pour mener cette étape, est déterminée par l’équation chimique 

(I.4) de la réaction entre l’élément minéral majoritaire, le carbonate de calcium, et le HCl. En 

principe, la déminéralisation est complète dès lors où les proportions sont stœchiométriques, 

mais dans les faits, les entreprises utilisent des solutions en excès. 

 

 2 HCl (aq) + CaCO3 (s)  CaCl2 (aq) + H20 (l) + CO2 (g) (I.4) 

 

Les concentrations en HCl rencontrées sont comprises 0,5 et 11 N et le ratio substrat/solvant 

entre 1:10 et 1:40. La déminéralisation dure entre 15 min et 48 h, de la température ambiante 

à 50 °C (Tolaimate et al 2003 ; Al Sagheer et al. 2009). La réaction avec le carbonate de 

sodium est achevée lorsque le dégagement de CO2 cesse. 

 

Le degré de déminéralisation est un indicateur de la performance de la déminéralisation, il 

est définit par la formule suivante (Rao et Stevens, 2005): 

   (I.5) 

%DM est le degré de déminéralisation, Mo et Mr sont les masses initiale et résiduelle du produit hydrolysé, Ao 

et Ar les pourcentages de cendres dans le produit initial et résiduel respectivement. 

100*
MA

)M(A)M(A
%DM

00

rr00 
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L’influence de la granulométrie sur la déminéralisation a été étudiée par Marquis-Duval 

(2008). Un traitement acide de 30 min a été effectué sur trois lots de Chitane
®
, cuticules de 

crevettes déprotéinisées par voie enzymatique. Trois catégories de tailles comprises entre 25 

et 850 µm ont été comparées. Pour cette gamme de granulométrie, la déminéralisation atteint 

des teneurs en minéraux similaires, inférieures à 0,5 %. Cependant Levêque (Marquis-Duval, 

2008) montre l’influence de la taille lorsque les fragments sont supérieurs à 2 mm. Les deux 

études s’accordent sur l’importance de la surface de contact entre le substrat et l’enzyme. 

 

Il faut prendre garde à la production de mousse, causée par le dégagement de CO2. Elle peut 

être limitée par l’ajout d’un agent anti-moussant (No et Hur 1998). La déminéralisation est 

suivie par une étape de rinçage car le produit doit atteindre la neutralité avant l’étape suivante 

de déprotéinisation. 

 

La prolongation de la durée du traitement, une température et une solution acide trop élevée 

conduisent à l’hydrolyse des liaisons glycosidiques et par conséquent à la dépolymérisation de 

la chaîne carbonée de la chitine et du chitosan (Lavall et al. 2007 ; Osorio-Madrazo, 2010). La 

désacétylation peut intervenir en parallèle en fonction de la température et de la concentration 

en acide. Selon Gizatulina et al. (2005) la dépolymérisation est correctement décrite par une 

cinétique du premier ordre, en fonction de la concentration en HCl et dont le taux maximal est 

obtenu par une concentration de 29,8 %. 

 

L’équipe de Varüm a mis en évidence que le traitement acide par HCl 0,1 M à 83 °C pendant 

10 à 103 h entraîne à la fois la dépolymérisation et la désacétylation du polymère. La 

cinétique de lyse des liaisons O-glycosidique est similaire à celle des liaisons N-acétyl-

glycosidique lorsque la concentration en acide est faible. La vitesse k de dépolymérisation et 

désacétylation est alors de l’ordre de 10
-5 

min
-1

. À l’inverse, la liaison O-glycosidique est 

lysée presque 10 fois plus rapidement (k atteint alors à 10
-4 

min
-1

) lorsque la concentration 

augmente de 0,1 à 1 M de HCl (Varüm et al. 2001). Le degré d’acétylation et le type de 

liaisons (A-A, A-D, D-A ou D-D) modifient également les cinétiques. Ainsi, Einbu et al. 

(2007b) montrent que le taux d’hydrolyse des liaisons O-glycosidique d’un oligomère de DP4 

complètement désacétylé est 50 fois supérieur à celui de son homologue acétylé. La présence 

du groupe acétyle, chargé positivement, protège la molécule de la dépolymérisation. 

 

V.3. La déprotéinisation 

Lors de la description de la structure des cuticules (Chap.1.III), la forte interaction entre les 

protéines et la chitine a été décrite. Ceci implique des conditions drastiques pour les séparer. 

 

Un traitement basique permet d’éliminer les protéines par solubilisation. Les réactifs 

employés pour cette étape sont des bases fortes comme l’hydroxyde de potassium (KOH). Le 

plus courant, pour des raisons d’économie et technique, est l’hydroxyde de sodium (NaOH). 

Les concentrations utilisées sont comprises entre 0,3 et 2,5 M, selon un ratio compris entre 

1:10 et 1:40. La température est comprise entre 50 et 110 °C et la durée peut varier de 1 h à 

plus de 24 h (Tolaimate et al 2003 ; Al Sagheer et al. 2009). Ces deux paramètres sont liés, 
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ainsi la durée doit être augmentée si la température est baissée, et réciproquement.  

 

L’augmentation de la concentration, de la durée et de la température de réaction, améliorent la 

déprotéinisation (De Hollanda et Netto, 2006). Cependant, tout comme la déminéralisation, 

les conditions drastiques de la déprotéinisation modifient la structure native de la chitine. Par 

conséquent, le choix du couple temps-température est dicté par les caractéristiques de la 

chitine à obtenir. Les modifications que peuvent entraîner des conditions trop drastiques 

concernent la perte de poids moléculaire ou l’oxydation des extrémités réductrices (Crini et al. 

2009). 

 

Le degré de déprotéinisation est un indicateur pour suivre l’efficacité de la réaction, il est 

définit par la formule I.6 (Rao et Stevens, 2005): 

  100*
MP

)M(P)M(P
%DProt

00

rr00 
  (I.6) 

%DProt est le degré de déprotéinisation, M0 et Mr sont les masses initiale et résiduelle du produit hydrolysé, P0 

et Pr sont les pourcentages de protéines dans le produit initial et résiduel respectivement. 

 

Des travaux ont porté sur l’étude la cinétique de déprotéinisation à Tamb et NaOH 1 M (Percot 

et al. 2003a). Une formalisation de la cinétique est proposée suivant un modèle du premier 

ordre, dP/dt = -kt, caractérisé par trois étapes distinctes. Chacune présente une constante k 

différente. La première étape s’attaquerait préférentiellement aux acides aminés basiques. Au 

cours de la seconde étape, l’élimination des acides aminés acides rattrape celle des acides 

aminés basiques. Les constantes k diminuent au fur et à mesure de la déprotéinisation. Percot 

et al. (2003a) se sont également intéressés à l’énergie d’activation
14

 associée à la 

déprotéinisation. Elle diminue avec la durée du traitement. Ceci suggère que les composés 

protéiques résiduels sont plus difficiles d’accès ou protégés par des conformations chimiques. 

Par exemple il peut s’agir de lipoprotéines, dont les liaisons hydrophobes les protègeraient de 

l’hydrolyse. 

 

Il existe peu d’études sur la nature et l’organisation des protéines dans les cuticules des 

crustacés (Percot et al. 2003a). Les compositions en acides aminés sont mesurées dans 

certains coproduits de crevettes, tels que Parapenaeopsis stylifera (Percot et al. 2003a), 

Penaeus vannamei (Armenta et Guerrero-Legarreta, 2009) et Penaeus monodon (Narayan et 

al. 2010). La composition diffère d’un substrat à l’autre. Généralement, le glutamate et la 

glutamine, dosés ensemble, sont majoritaires. L’acide aspartique/l’aspargine, l’arginine, 

l’alanine, la leucine, la valine et la proline sont abondants. Tandis que le tryptophane, la 

tyrosine, la cystéine, l’histidine et la méthionine sont faiblement présents. Mura et al. (1994) 

comparent l’évolution de la composition en acide aminé entre l’étape juvénile et adulte de 

Chirocephalus kerkyrensis et C. diaphanus, deux branchiopodes. Ils n’observent pas de 

modification sauf une augmentation d’arginine. 

 

                                                 
14

 Quantité d’énergie nécessaire pour lancer un processus chimique 
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Des procédés alternatifs ont été expérimentés pour remplacer ou être combinés avec la 

déprotéinisation chimique. Un couplage avec une mise sous pression à 100 °C et l’utilisation 

d’un cuiseur (Boucher, 1991) a été proposé, ainsi que la sonication (Kjartansson et al. 

2006a,b ; Marquis Duval, 2008). Kjartansson et al. (2006b) ont obtenu une réduction de la 

teneur en protéines résiduelles de 10,6 à 8,3 %, par 1 h de sonication, à partir de crevettes 

nordiques. 

 

V.4. L’étape de blanchiment 

Cette étape est optionnelle, elle n’est pas nécessaire si le barème temps-température penche en 

faveur d’une longue durée. Cependant, il est très difficile d’obtenir un produit pur à cause des 

fortes interactions entre la chitine, les pigments et les protéines. Une autre cause de coloration 

des produits peut être la réaction de Maillard qui implique les groupes azotés et les aldéhydes 

(Einbu, 2007a). 

 

Généralement, l’agent de blanchiment employé est le peroxyde d’hydrogène (H202), dont la 

concentration est comprise entre 0,1 et 33 %, il peut également être mélangé avec du HCl. La 

durée du traitement est souvent très courte, de l’ordre de quelques minutes (Tolaimate et al. 

2003). En effet, tout comme les deux précédentes étapes, les conditions de décoloration 

induisent une altération de la structure de la chitine, qui se traduit par une réduction du poids 

moléculaire. Les autres agents de blanchiment sont l’hypochlorite de sodium (NaClO), le 

permanganate de potassium (KMnO4), l’acétone, l’éthyle-acétate et l’acide oxalique (No et al. 

1989 ; Synowiecki et Al-Khateeb, 2003; Abdou et al. 2008 ; Xu et Winter, 2008). Du et al. 

(2009) utilisent le peroxyde d’hydrogène pour hydrolyser le chitosan, afin d’augmenter sa 

solubilité, et privilégient l’éthanol pour le blanchiment. 

 

Le traitement chimique modifie le poids moléculaire et le degré d’acétylation de la structure 

originelle de la chitine, il détruit également la structure des protéines (Synowiecki et Al-

Khateeb, 2003). Pour réduire le risque d’altération du polymère lié à la déminéralisation et la 

déprotéinisation, il est conseillé de répéter plusieurs fois l’opération, pendant une courte durée 

et intercaler des phases de rinçage à l’eau distillée (Tolaimate et al. 2003). D’après Arguelles-

Monal et al. (2000), 420 l d’eau par kilogramme de chitine sont consommés au cours de 

l’extraction chimique.  

 

V.5. La désacétylation et la dépolymérisation 

Des traitements acides et basiques sévères catalysent la dépolymérisation et la désacétylation 

(Gizatulina, 2005) et aboutissent au chitosan et aux oligosaccharides (Fig.I.20). 

 

 
Fig.I.20 : Schéma des réactions chimiques de désacétylation et dépolymérisation – Sigma-Aldrich, Tutorial 
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Le chitosan est obtenu par désacétylation de la chitine. Tout comme le procédé d’extraction 

de la chitine, de nombreuses combinaisons de conditions de désacétylation sont décrites dans 

la littérature. Généralement, la chitine est chauffée au-delà de 80 °C (jusqu’à 150 °C), dans 

une solution de NaOH (ou KOH) concentrée entre 40 et 60 %, selon un ratio w/v entre 1:5 et 

1:45, pendant au moins 10 h (Chang et al. 1997 ; Jaworska et Konieczna, 2001 ; Tsai et al. 

2002 ; Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). Le degré d'acétylation obtenu est généralement 

compris entre 30 et 50 % (Kurita, 2006). 

 

Il est possible d'améliorer la désacétylation par une alternance de traitements alcalins et de 

rinçages à l’eau distillée, répétée successivement le temps suffisant pour obtenir le DA visé 

(Yaghobi et Mirzadeh, 2004). La désacétylation est homogène ou hétérogène (Tsigo et al. 

2000 ; Lamarque et al. 2004). Le chitosan est davantage soluble par désacétylation homogène 

car le DD est plus élevé (≈ 50 %). Cependant la réaction dure plusieurs jours. Tandis que 

l’application de plusieurs étapes successives de désacétylation hétérogène permet d’atteindre 

un DD équivalent en quelques heures.  

 

Galed et al (2005) ont étudié la désacétylation, par un traitement au NaOH 50 % (w) de 3 h à 

110 °C, de trois crustacés Paralomis granulosa, Lithodes antarcticus et Palinurus vulgaris. 

Les cinétiques de désacétylation ont été formalisées par une équation du premier ordre et 

présentent des constantes de vitesses lentes, autour de 0,04 min
-1

. Au contraire, Shahidi et 

Abuzaytoun (2005) rapportent que la cinétique de désacétylation est rapide dans la première 

heure puis peine à abaisser le DA du chitosan. Après 5 h de réaction, le DD n’augmenterait 

plus alors que le poids moléculaire diminuerait. La taille des particules de chitine aurait 

également un impact sur le rendement de désacétylation. Enfin, il faut souligner que la 

désacétylation est sensible à l’oxydation. Le problème peut être contourné en réalisant la 

réaction sous un gaz inerte ou en abaissant la pression. L’ajout de NaBH4, un agent 

antioxydant, protège le polysaccharide de la réduction des groupements aldéhydes en alditols 

(Tolaimate et al. 2003). 

 

L’une des techniques traditionnellement employée, la méthode de Broussignac, consiste à 

préparer un milieu anhydre composé de 50 % d’hydroxyde de potassium (KOH), 25 % 

d’éthanol à 96 % et 25 % de mono-éthylène glycol. Le mélange est chauffé à 90 °C avant 

d’ajouter la chitine peu à peu dans le réacteur. La température est alors élevée à une consigne 

qui dépend des adaptations à ce procédé, autour de 110 °C (Rhazi et al. 2000). 

 

La dépolymérisation se traduit par hydrolyse des liaisons O-glycosidiques. Comme cela a été 

présenté précédemment, les traitements acides favorisent cette lyse (Kurita, 2006). En général, 

l'acide hydrochloridrique concentré est employé ou l'acide nitreux (HNO2) Cependant, il 

provoque la désamination de la glucosamine (Kumirska et al. 2009) et l'excès de HCl conduit 

à la destruction des oses. Einbu et Varüm (2007) comparent la dépolymérisation selon 

différentes concentrations en HCl, comprise entre 3 et 12 M, le taux maximal est atteint avec 

6 M. L'énergie d’activation des liaisons O-glycosidique et N-glycosidique semblent similaires. 

Le pH aurait également un impact important sur la dépolymérisation tandis que la présence 

d’oxygène n’aurait pas d’effet (Shahidi et Abuzaytoun, 2005 ; Holmes et al. 2001). Les 

oligosaccharides peuvent ensuite être séparés sur colonne par fractionnement (Jeon et al. 
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2000). D'autres méthodes existent, telles que la sonication (Kasaai, 2008) ou les radiations 

gamma (Min et al. 2004). Leur intérêt varie selon le type matière première. 

 

VI. Les traitements biologiques 

VI.1. La voie fermentaire 

De nombreuses études font part de l’intérêt de la fermentation pour traiter les coproduits de 

crustacés. En effet, la production de protéases exocellulaires par certains microorganismes, 

combinée à la production d’espèces ioniques acides (comme l'acide lactique), équivaut aux 

conditions d’extraction de la chitine. Traditionnellement, la fermentation se déroule dans un 

réacteur où les conditions de température, pH, pression et agitation sont suivies. À l’issue de 

la fermentation, une filtration sépare deux fractions. La fraction solide est composée en 

majorité de chitine et la fraction liquide contient les autres constituants solubilisés. L’un des 

intérêts du procédé biologique résulte du potentiel de valorisation de cette dernière fraction. 

 

Au cours de la fermentation, une protéolyse s’opère et libère des peptides et des acides aminés 

dont la digestibilité est améliorée par rapport aux protéines initiales (Bueno-Solano et al. 

2009). 

 

Wang et Chio (1998) exploitent les capacités de Pseudomonas aeruginosa K-187, source 

traditionnelle pour la production de protéases, chitinases et lysozymes. La fermentation dure 

15 jours à 37 °C. Après 5 jours, la déprotéinisation atteint 81% pour les exosquelettes et 82 % 

pour les têtes. Au-delà, la déprotéinisation se poursuit lentement. Cette souche étant 

également riche en chitinases, Wang et Chio ont pris soin de contrôler l’activité propre aux 

chitinases, qui joue également un rôle dans la déprotéinisation. 

 

Teng et al. (2001) rapportent que les fermentations par Pseudomonas maltophilia, Bacillus 

subtilis, Streptococcus faecium, Pediococcus pentosaseus et Aspergillus oryzae, permettaient 

d’extraire la chitine en préservant la longueur des chaînes du polymère. Leur travail a porté 

sur la comparaison entre 34 mycètes. Trois Aspergillus niger, 0307, 0474 et 0576, ont été 

sélectionnés pour leur activité protéolytique et leur composition riche en chitine. Ces micro-

organismes consomment les protéines libérées et abaissent le pH. La fermentation dure 4 à 7 

jours, à 30 °C. Le rendement en chitine est autour de 48 % et la teneur en protéines résiduelles 

entre 1,6 et 3,9%. Les souches fongiques présentent l’avantage de posséder une proportion de 

chitine dans leur structure externe. La teneur en chitine varie de 42 % pour Aspergillus niger à 

2,3 % pour Saccharomyces gulutara (Synowiecki et Al-Khateeb, 2003). Mucor rouxii est 

l’une des plus communément utilisées car sa structure possède directement la forme 

désacétylée de la chitine, le chitosan (8,9 à 35 % du poids sec). Cette proportion s’ajoute au 

rendement d’extraction. Les microorganismes sont éliminés par autolyse (Wang et al. 2009). 

 

Après 14 jours de fermentation par B. subtilus à 30 °C, déprotéinisation et déminéralisation 

atteignent 86 % et 72 % respectivement, soit 6,1 % et 5,2 % de teneurs résiduelles (Sini et al. 

2007). Le DA des produits obtenu est de 84 %. Manni et al. (2010) utilisent Bacillus cereus 

SV1, à pH 8 et 40 °C. Un ratio « protéines dans le substrat »/« enzyme » (w/w) de 20 est 
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appliqué. Après 3 h de réaction, la déprotéinisation atteint 88,8 %. Elle est suivie d'une 

déminéralisation chimique de 6 h à Tamb. Le DA est alors de 89,5 %. 

 

La fermentation par bactéries lactiques est largement traitée dans la littérature (Zakaria et al. 

1998 ; Khanafari et al. 2008). Rao et Stevens (2005) testent le potentiel de Lactobacillus 

planturum 541 des coproduits de crevettes. La fermentation dure 24 h et l’inoculum est fixé à 

5% en w/w. Les expériences comparent la fermentation avec ou sans acide acétique ajouté à 

l’autolyse. Les meilleurs résultats sont obtenus lorsque la fermentation est soutenue par 

l’appoint d’acide acétique ajusté à pH 6. La déprotéinisation et la déminéralisation atteignent 

66 % et 63 % respectivement à partir des cuticules de crevettes, tandis qu’elles atteignent 

83 % et 88 % respectivement à partir de têtes de crevettes. Cependant, les teneurs en protéines 

et minéraux sont initialement plus élevées dans les têtes, par conséquent le rendement en 

chitine est plus faible. La composition en acides aminés dans la fraction liquide a été étudiée 

et comparée à des références alimentaires (bœuf, poudre de lait et œufs). Rao et Stevens 

prouvent ainsi la haute valeur nutritive de cette fraction. 

 

Les cocktails de ferment lactique sont très prisés. Par exemple, Beaney et al. (2005) ont 

sélectionné Lactobacillus salvarius, Enterococus facium et Pediococcus acidilactici. La 

fermentation a lieu dans un bioréacteur où le pH n’est pas contrôlé. Le pH initial est de 11, il 

diminue rapidement (24 h) jusqu’à 6, puis la baisse se poursuit lentement jusqu’à 3,5 après 7 

jours. La température est maintenue à 30 °C. À l’issue de la fermentation, les teneurs 

résiduelles en protéines et en minéraux sont de 11,9 % et 19,6 % respectivement. La 

déminéralisation est améliorée lorsque la taille des fragments de matière première est réduite. 

 

Jung et al. (2007) étudient un mélange de Lactobacillus paracasei subsp. tolerans KCTC-

3074 et Serratia marcens FS-3. Il est appliqué à des coproduits de crabes. À l’issue de la 

fermentation, le pH atteint 3,6. La déprotéinisation et la déminéralisation aboutissent à 68,9 % 

et 94,3 % respectivement. La fermentation par la souche Pediococcus acidolactici CFR2182, 

72 h, atteint 97,9 et 72,5 % en déprotéinisation et déminéralisation respectivement. De plus, 

elle permet de récupérer 72,4 à 78,5 % d’astaxanthine (Bhaskar et al. 2007). Xu et al. (2008) 

dans une étude approfondie, comparent les rendements de déprotéinisation et déminéralisation 

par Lactobacillus casei MRS1 avec d'autres fermentations (Cf. Chapitre 4.I). 

 

Depuis, Phuvasate et Su (2010) ont utilisé Lactobacillus lactis, Lactobacillus plantarium, 

Lactobacillus acidophilus, pour mener la déminéralisation. L’hydrolyse dure 5 jours à 30°C, 

elle est suivie par un lavage basique de NaOH 0,5 M à 25 °C pendant 4 h. Dans ces 

conditions, les teneurs résiduelles en protéines et minéraux sont de 4,89 % et 1,44 %. Par 

comparaison, un traitement acide par HCl ou acide lactique permet une déprotéinisation 

supérieure, tandis que la teneur en minéraux résiduels est négligeable. La fermentation par 

Lactobacillus plantarium a été appliquée à des coproduits des crevettes Litopenaeus sp. 

pendant 6 jours pour extraire de façon concomitante la chitine et l’astaxanthine. Pacheco 

(2010) obtient une déminéralisation de 80 % et une déprotéinisation de 91 % à 35 °C. 

 

La difficulté à éliminer les protéines est récurrente (Gagne et al. 1993 ; Wang et Chio, 1998 ; 
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Zakaria et al. 1998 ; Synowiecki et Al-Khateeb, 2000 ; Healy et al. 2003). Le rôle préventif de 

la fermentation vis à vis des contaminations microbiennes est également souligné (Sini et al. 

2007 ; Phuvasate et Su, 2010). Il repose sur la diminution du pH. Cependant, l’excès d’acide 

détruit les protéines les plus sensibles dans la fraction liquide (Wang et Chio, 1998). 

 

Beaney et al. (2005) comparent l’extraction chimique à une extraction par fermentation 

lactique. À partir de ses travaux, les teneurs en protéines résiduelles sont de 2,1 % et 11,9 % 

par voie chimique et enzymatique respectivement, soit 5,6 fois moindre. L’élimination des 

minéraux est quasi-complète par la voie chimique et de 68 % par fermentation lactique. Le 

degré de déminéralisation semble être amélioré par la réduction des tailles. De plus, après 

désacétylation, le poids moléculaire et le degré d’acétylation ne présente pas de différences 

significatives (Beaney et al. 2005). 

 

VI.2. Déprotéinisation et de déminéralisation enzymatiques 

Les enzymes sont largement exploitées par les industries, en particulier les protéases. Leur 

activité principale est la lyse des liaisons peptidiques. Elles ciblent également les liaisons 

esters (Bornscheuer et Kazlauskas, 2004). Leur mode d’action fait intervenir une molécule 

d’eau, ce qui les place dans la catégorie des hydrolases. Parmi leurs domaines d’application 

en agroalimentaire, les protéases interviennent dans la fabrication de boissons, pâtisseries, 

fromages et autres produits laitiers, ainsi qu’à la transformation de viande et de poissons 

(Burstein, 2000). Elles interviennent également dans l’industrie du cuir, de la photographie et 

comme détergents, notamment dans les lessives (Yang et al. 2000). Dans le domaine médical, 

les protéases sont admises comme anti-inflammatoires, combinées avec des antibiotiques. Le 

principe d’utilisation des protéases se base sur leur capacité à éliminer des impuretés 

organiques, se substituant aux agents toxiques classiques (Rao, 1998). 

 

Les protéases sont d’origine animale, végétale, microbienne ou fongique. Pour répondre à la 

demande actuelle, l’extraction des protéases se fait à partir de cultures en bioréacteur. Les 

liaisons peptidiques visées préférentiellement sont spécifiques à chaque protéase (Tab.I.7). 

 
Enzymes Origine Site de clivage de liaison peptidique 

Trypsine 
Chymotrysines, subtilisine 
Staphylococcus V8 protéase 
Papaïne 
Thermolysine 
Pepsine 

Animale 
Animale/ bact. 

Bactérienne 
Végétale 

Bactérienne 
Animale 

-Lys (or Arg)--- 
-Try (or Tyr, Phe, Leu)--- 
-Asp (or Glu) --- 
-Phe (or Val, Leu)-Xaa--- 
---Leu (or Phe)--- 
-Phe (or Tyr, Leu)-Trp (or Phe, Tyr) 

Tab.I.7 : Sites des liaisons lysées en fonction de l’enzyme (Rao, 1998). 

Dès les années 60, des investigations se sont orientées vers les protéases pour extraire la 

chitine, entre pH 5 et 8 (Wang 1998). Roussina a testé la déprotéinisation par la papaïne, la 

pepsine et la trypsine en 1968. Gagne et Simpson (1993) ont déterminé les conditions 

optimales de déprotéinisation par la chymotrypsine et la papaïne, autour de pH 8 à 40 °C. À 

partir de coproduits de crevettes prétraités, les teneurs en protéines résiduelles sont de 1,3 % 

et 2,8 % respectivement. 
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Parmi les protéases étudiées pour leur capacité à déprotéiniser les coproduits de crustacés, les 

alcalases ont intéressé Synowiecki et Al-Khateeb (2000). Les conditions optimales d’activités 

se situent autour de pH 8,5 et 55 °C et le substrat (exosquelette de crevettes) est pré-

déminéralisé. Après 4 h d’hydrolyse enzymatique et des étapes de rinçage/blanchiment, la 

fraction chitineuse récupérée présente des teneurs résiduelles en protéines et cendres de 

4,45 % et 1,56 % respectivement. 

 

Un argument en faveur de la déprotéinisation enzymatique est également sa capacité à 

préserver les peptides passés dans la fraction liquide à l’issue de l’extraction. Synowiecki et 

Al-Khateeb (2000) exploitent ce potentiel et obtiennent une fraction liquide contenant 64,3 % 

de protéines (en poids sec), caractérisées par un PER
15

 de 2,99. De plus, l’indice en acide 

aminés essentiels est de 125,4. Ces résultats sont supérieurs à la capeline (protéine du capelan, 

poisson d’Atlantique nord, utilisée comme référence de haute valeur nutritive), 2,64 et 99 

respectivement. 

 

De Hollanda et Neto (2006) procèdent à la même démarche en cherchant à extraire des 

coproduits de crevettes, la chitine, les protéines, ainsi que l’astaxanthine. La déprotéinisation 

est réalisée avant la déminéralisation, selon un degré d’hydrolyse de 6 %. La fraction liquide 

contient 77,58 % de protéines et 1,79 % de lipides. L’autre fraction contient de la chitine 

associée à 9,19 % de protéines et 2,44 % de cendres résiduelles. Puis l’expérience a été menée 

en utilisant une autre protéase, la pancréatine. La fraction qui contient majoritairement la 

chitine présente une composition similaire. Celle de l’hydrolysat montre un taux de 

récupération des protéines inférieur au précédent (39,5 % contre 49,5 % avec l’alcalase). Ces 

résultats ont montré qu’une augmentation du degré d’hydrolyse avait un effet controversé. 

 

Le complexe enzymatique proposé par Novozyme, Protamex
®
, a été utilisé pour valoriser des 

coproduits de crabes (Beaulieu et al. 2009). Les conditions de protéolyse sont fixées à 40 °C à 

pH 8, le ratio d'enzyme/substrat est de 1 g/1 kg et celui de la dilution est de 1 :1. Après 

hydrolyse enzymatique, le procédé développé consiste tout d'abord à séparer la fraction solide 

de la fraction liquide par décantation, puis à centrifuger cette dernière fraction, afin d'obtenir 

des phases spécifiques (Fig.I.21). 

 

                                                 
15

 Protein Efficiency Ratio : indicateur basé sur le gain de poids (en g), par quantité de protéines ingérées (en g) 
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Fig.I.21: Schéma du procédé d'hydrolyse enzymatique par Beaulieu, 2009 

La fraction solide contient 26 % de chitine et beaucoup d'impuretés protéiques et minérales, 

15,6 % et 39,7 % respectivement. Le procédé est destiné à valoriser les acides aminés, 

peptides et acides gras polyinsaturés contenus dans l'hydrolysat. Cette étude est intéressante 

du point de vue des techniques de filtration. D'autres études se concentrent sur la valorisation 

des hydrolysats issus de l'extraction enzymatique de la chitine, telle que celle catalysée par 

l'alcalase 2,4 1 FG (Novo Nordisk®) 2h à 40 °C (Gildberg et Stenberg, 2001). L'hydrolysat 

contient 86% de protéines, 10 % de minéraux et 1 500 ppm d'astaxanthine, tandis que la partie 

solide, appelée « gâteau », subit un traitement chimique complémentaire pour extraire le 

chitosan. 

 

Délaissée pendant quelques années, la déprotéinisation par la pepsine est de nouveau étudiée 

depuis 2002 (Chakrabarti, 2002; Babu et al. 2008), afin de valoriser les caroténoprotéines 

contenus dans les hydrolysats des coproduits de crevettes. Ils comparent les rendements 

d'hydrolyse enzymatique à partir de la trypsine (pH 7,6/45 °C), la papaïne (pH 6,2/55 °C) et la 

pepsine (pH 4/45 °C). Les résultats montrent que les rendements sont dépendants du type de 

matière première et généralement la trypsine offre les meilleures performances.  

 

La déprotéinisation enzymatique par la papaïne a été étudiée sur des coproduits de crevettes 

Penaeus vannamei par Gartner et al. (2010). Cependant, les teneurs résiduelles en protéines et 

minéraux sont telles qu’un traitement chimique complémentaire est nécessaire. De plus, la 

papaïne coupe de façon aléatoire les liaisons N-glycosidique et les liaisons avec les protéines, 

ce qui initie la désacétylation de la chitine. 
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VI.3. Désacétylation et dépolymérisation enzymatique 

VI.3.1. La désacétylation enzymatique 

De nombreuses études traitent de la désacétylation enzymatique par l’action de chitinases ou 

chitosanylases. Ces enzymes sont référencées EC 3.51.41. Elles sont extraites de levures telles 

que Colletotrichum lindemuthianum ou Mucor rouxii ou Aspergillus niger, où elles 

participent au métabolisme des sucres (Tsigos et Bouriotis, 1995 ; Gildberg et Stenberg, 

2001). Les chitinases peuvent également être extraites de l’hépatopancréas de crevettes 

(Esaiassen et al. 1996). 

 

Tsai et al. (2002) ont comparé l’activité antimicrobienne de chitosans de différents DA. Ils ont 

utilisé de la chitine obtenue soit par voie chimique, soit par voie fermentaire par l’action de 

Pseudomonas maltophilia. Ensuite, chaque chitine est désacétylée soit par voie chimique, ou 

par voie enzymatique, par la trypsine, la pronase, la pepsine et la chymotrypsine. Les DA 

obtenus sont de 40%, 38 %, 37 % et 31 % respectivement. Ces travaux montrent également 

que l’activité antimicrobienne semblent être améliorée par de faibles DA (ou forts degrés de 

désacétylation) et que la masse molaire diminue à mesure que le DA diminue. 

 

La désacétylation enzymatique peut être catalysée par une chitine-désacétylase extraite de 

Mucor rouxii à pH 4,5 à 50 °C (Kafetzopoulos et al. 1993). Cette enzyme est active sur des 

substrats chitineux supérieurs à 4 unités et présente un degré d'activité plus élevé lorsque le 

substrat présente une solubilité plus élevée. Après 13 h de réaction à partir de chitosan pré-

désacétylé (DA=42 %), le DD est égale à 98 % (Martinou et al. 1995, Martinou et al. 1998). 

Aspergillus nidulans est également une source de chitine désacétylase (Alfonso et al. 1995) 

ainsi que Bacillus licheniformis. À partir de cette souche, l’endochitinase extraite a été 

implantée dans E. coli pour produire une enzyme recombinante commercialisée (référencée 

EC 3.2.1.14). Elle est appliquée pour convertir la chitine colloïdale en N-acétylglucosamine et 

chitobiose à pH 4-6, à 50 °C, 3 jours (Songsiriritthigul et al. 2010). 

 

Par la voie chimique comme enzymatique, la chitine β est plus facile à désacétyler que son 

homologue α, qui est mieux protégé par sa conformation. La désacétylation enzymatique 

semble hydrolyser les liaisons N-acétyles de façon aléatoire (Kumirska et al. 2010). 

 

Cai et al. (2006) explorent le potentiel de production concomitante de chitosan et d'acide 

citrique par Aspergillus niger. Les parois de cette levure contiennent du chitosan. Afin 

d’exploiter cette biomasse à l’issue de la production d’acide citrique, elle subit un traitement 

par des lysozymes, snailases et protéases neutres, pour rompre les membranes des cellules. 

Puis la partie solide est traitée par des désacétylases extraites de Scopulariopsis brevicaulis. 

Le produit obtenu est caractérisé par un poids moléculaire et un degré de désacétylation de 

2,7*10
5
 Da et 73,6 % respectivement. 

 

L'un des avantages de la désacétylation enzymatique, revendiqué par rapport au traitement 

chimique, est sa capacité à mieux préserver le poids moléculaire initial du polymère 

(Martinou et al. 1995; Cai et al 2006). Les produits dérivés de chitine commercialisés sont 
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généralement des glucosamines de répartition de motifs A et D connus. L'entreprise 

Amicogen Inc (Chine) fournit des « ChitoOligo-100 » pour l'industrie agroalimentaire comme 

supplément diététique et pour l'industrie médicale comme immuno-stimulant, antimicrobien, 

et antitumoral. 

 

VI.3.2. La dépolymérisation enzymatique ou la chitinolyse 

La dépolymérisation enzymatique requiert des conditions plus douces, elle est plus spécifique 

et plus contrôlable que la dépolymérisation chimique (Li et al. 2005, Mourya et al. 2011). 

 

Les chitinases et chitosanases qui hydrolysent les liaisons glycosidiques sont classées comme 

« Carbohydrate-Active enZYmes » (CAZy) dans la base des enzymes (Aam, 2010), et plus 

précisément dans la catégorie des « glycoside-hydrolases » (GH). Il a été démontré que les 

chitinases ne pouvaient hydrolyser que les liaisons A-A, contrairement aux chitosanases. De 

plus, ces enzymes ont généralement un mode d’action par reconnaissance des extrémités 

réductrices ou non et des sites de coupures privilégiés (Varüm et al. 1996, Mourya et al. 

2011). Cette spécificité peut être exploitée pour produire des dimères, trimères ou tétramères 

de succession de motifs spécifiques (Aam, 2010). 

 

Le chitosan est sensible à l'activité d'enzymes tels que les amylases, les cellulases, les 

dextranases, les pectinases, les lipases et les protéases dont la pepsine et la papaïne 

(Muzzarelli et al. 2002). La papaïne est une enzyme peu couteuse et active à pH acide. 

L'hydrolyse est conduite 7 jours à pH 3,2 (en acide lactique) à 40 °C. La masse molaire (Mn) 

est réduite de 195 000 à près de 67 000 g/mol (Terbojevich et al. 1996). Cette étude montre 

également que la papaïne offre une meilleure capacité à dépolymériser que les lipases et les 

lysozymes. Ces derniers sont pourtant indiqués pour dépolymériser la chitine hautement 

acétylée, car elles ciblent les N-acétylglucosamine (Jeon et al. 2000). 

 

Une comparaison entre l'hydrolyse chimique, par HCl à 37 %, pendant 30 min à 72 °C, et 

l’hydrolyse enzymatique, par Ultra Spl à pH 5,5 et 37 °C 24 h est réalisée par Cabrera et Van 

Cutsen (2005). Ils montrent que les chitooligosaccharides sont plus courts et davantage 

désacétylés par la voie enzymatique. 

 

Une protéase neutre extraite de Bacillus subtilis a été testée pour dépolymériser le chitosan 

(Li et al. 2005). Les conditions optimales ont été déterminées à pH 5,4 et 50 °C. Le ratio E/S 

appliqué a été de 1:20 (w/v). L'expérience a porté sur des chitosans de différents DA et de 

différents temps d'hydrolyse, les oligosaccharides obtenus étaient majoritairement des 

(NacGlu)2, (NacGlu)5 et (NGlu)2-NacGlu. La dépolymérisation par une lipase fournie par 

Novozyme (Lee et al. 2008) a été réalisée entre pH 4,2 et 5,0, à 37 °C et 55 °C, et pendant 6 à 

24 h. La cinétique de dépolymérisation semble être très rapide la première heure, puis ralentie, 

avant de présenter une réactivité très réduite à partir de 12 h. Les rendements d'hydrolyse sont 

plus élevés lorsque la température est stabilisée à 37 °C. Les oligosaccharides obtenus sont de 

DP 2 à 6. Ilankova et al. (2005) ont testé le potentiel de la pepsine pour dépolymériser le 

chitosan. Les conditions optimales ont été déterminées à pH 4,5 et 44 °C. L'hydrolyse se 

poursuivie 24 h, à l'issue desquelles le rendement se réparti entre 71,5 % de chitobioses, 19 % 

de NacGlu et 9,5 % de chitotrioses. 
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Fig.I.22: Voies enzymatiques de conversion de la chitine en dérivés désacétylés et dépolymérisés (Jeon et al. 

2000) 

Plusieurs modes opératoires sont disponibles selon la nature des produits à obtenir (Fig.I.22). 

La littérature décrit la spécificité des activités de plusieurs enzymes. Ainsi il est possible de 

combiner plusieurs enzymes, sous contrôle des conditions environnementales, afin de tendre 

vers des caractéristiques de DP, DA et PA précis. Les connaissances en génie enzymatique 

acquises depuis 2000 augmentent le potentiel décrit par la figure I.20. Le coût de la 

désacétylation et la dépolymérisation enzymatique étant supérieur à celui des traitements 

chimiques, elles sont réservées à la production de dérivés de chitine spécifiques. 

 

VII. Les enjeux de la valorisation des produits marins 

VII.1. Valeur ajoutée des coproduits marins 

Dans un contexte général de valorisation des coproduits marins, l’extraction de la chitine n’est 

que l’une des voies exploitées. La majorité des coproduits marins est valorisée sous forme de 

farine et d’huile. Ils sont également convertis en hachis congelé et hydrolysats protéiques 

(Fig.I.23). Ces voies de transformation ne génèrent qu’une faible valeur ajoutée. 

 
Fig.I.23 : Parts (en tonnage) des voies de valorisation de coproduits marins en France, Andrieux, 2004 

Hydrolysats 
protéiques 

21% 

1% Arômes 

3% Autres 
(cuir, gélatine, 

collagène, 
engrais, …) 

farine/huile 
52% 

Hachis congelé 
23% 
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Au premier trimestre 2009, les productions de farine et d’huile de poissons atteignaient 

respectivement 433 000 tonnes et 530 000 tonnes. Elles déclinent depuis 2004 alors que les 

prix augmentent. Le Pérou est le premier producteur (Globefish, 2010). Les hydrolysats sont 

issus d’autolyse (enzymes endogènes, exemple le nuoc mam, la sauce vietnamienne 

traditionnelle) ou d’hétérolyse (enzymes exogènes ajoutées). Ils se démarquent par une forte 

teneur en protéines et sont destinés à l’alimentation animale. Le hachis congelé peut être 

élaboré à partir de tous coproduits, excepté ceux des poissons cartilagineux et les viscères. Il 

est destiné au secteur du petfood (Dumay, 2006). 

 

Pour atteindre une valeur ajoutée supérieure, il faut se tourner vers l’extraction de molécules 

spécifiques ou des valorisations particulières. La peau est utilisée pour la fabrication de cuir 

(Guérard et al. 2004). Parmi les molécules d’intérêt, on peut citer la chondroïtine sulfate, les 

vitamines et minéraux, l’élastine, les dérivés d’acides nucléiques et la kératine. Ces molécules 

sont utilisées en nutraceutique, diététique, cosmétique, pharmaceutique et agroalimentaire. 

 

La farine de poissons est riche en protéines, de 72,5 à 80 %, et la teneur en lipides varie de 

21,2 à 4,7 %, pour les poissons gras et maigres respectivement. La part d’acides gras insaturés 

est généralement élevée. Les hydrolysats comprennent 73 à 85 % de composés protéiques. 

Séchés, ils sont vendus en complément de la farine de poissons (site IFREMER). 

 

VII.1.1. Les composés protéiques 

La protéolyse est un mécanisme de lyse des liaisons peptiques. Par conséquent, elle induit une 

modification de la conformation des protéines et une réduction de leur taille en peptides et 

acides aminés. Leur digestibilité est ainsi augmentée, se traduit par une meilleure assimilation 

par l’organisme. De plus, la valeur nutritive est augmentée si les acides aminés libérés sont 

considérés comme essentiels (Bueno-Solano et al. 2009). 

 

La part d’acides aminés essentiels dans l’alimentation est un facteur important pour les 

élevages et l’aquaculture. De nombreuses études portent sur les besoins spécifiques de chaque 

espèce. Millamena et al. (1997) se sont intéressés à l’apport en méthionine et thréonine 

nécessaire pour la croissance des juvéniles de Penaeus monodon. La figure I.24 illustre le 

mécanisme d’absorption des peptides. 
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Fig.I.24 : Mécanismes de digestion et d’absorption des protéines par l’organisme 

Bouglé (2007) étudie les activités biologiques des peptides marins, par exemple leur rôle dans 

la défense immunitaire, contre les infections et dans la prévention du cancer, ainsi que des 

complications cardio-vasculaires et métaboliques liées à l’obésité. 

 

De plus, certains acides aminés sont responsables de notes aromatiques spécifiques aux 

crustacés (Narayan et al. 2010). Par conséquent, ils constituent des ingrédients intermédiaires 

pour l’agroalimentaire, comme compléments aromatiques incorporés dans des plats préparés, 

des soupes, etc. Ces composés peuvent être valorisés à partir de jus de cuisson issus des 

procédés de transformations des produits marins (Cros et al. 2004). 

 

De nombreux peptides à activité antimicrobienne ont été identifiés chez les crevettes 

(Randriamahatody, 2011). Parmi eux, on citera les crustines et les pénaeidines. Les premières 

sont volumineuses, autour de 10 kDa et constituées de 84 à 144 acides aminés (Fleury et al. 

2008). Les secondes sont cationiques, de 5,5 et 6,6 kDa et formées de 50 à 67 acides aminés. 

Elles doivent leur nom à leur isolation, pour la première fois, dans P. vannamei, par un 

laboratoire IFREMER (Brevet Destoumieux, 2000). De plus, leur activité antimicrobienne est 

liée à la présence de chitine (Destoumieux et al. 1997, 2000a, 2000b). Les microorganismes 

principalement visés sont les Gram + et en moindre mesure, les champignons. 

 

VII.1.2. Les composés lipidiques 

Les organismes marins sont capables de synthétiser des acides gras insaturés de la famille des 

ω3 et ω6, contrairement aux organismes terrestres. Cette capacité est liée à la température de 

leur milieu de vie. Les acides gras assurent l’élasticité des membranes à basse température. 

Ces acides gras sont également nécessaires aux organismes terrestres qui n’ont d’autres choix 

que l’apport alimentaire. À ce titre, les organismes marins constituent une source intéressante, 
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avec une teneur en acides gras jusqu’à 40 %, parmi lesquels l’EPA et le DHA (Bergé et 

Barnathan, 2005). Ces acides gras polyinsaturés sont conseillés pour réduire les risques de 

maladies liées au mauvais cholestérol et aurait des effets contre les inflammations, les ulcères 

et l’athérosclérose (Dumay, 2006) 

 

 
Fig.I.25 : Schéma d’une membrane cellulaire, répartition des composés lipidiques 

La figure I.25 schématise la membrane cellulaire. Les phospholipides sont présents dans les 

membranes cellulaires de tous les organismes mais seraient en proportion supérieure dans les 

têtes de poissons. Ils sont souvent nommés « lécithines » lorsqu’ils sont utilisés comme 

additifs en agroalimentaire. Ils ont un rôle texturant grâce à leur pouvoir émulsifiant. De plus, 

ils présentent des activités biologiques, telle que l’activité antimicrobienne (Tamehiro et al. 

2002). 

 

Il existe d’autres composés lipidiques d’intérêt, tels que les sphingolipides, les squalènes ou 

les stérols, présents dans les produits marins. Cependant, leur proportion est négligeable chez 

les crustacés, à l’exception des terpènes. Une quantité importante de pigments issus de cette 

famille est présente dans l’exosquelette des crustacés. Ces pigments sont responsables du 

changement de couleur lorsque les crustacés sont portés à haute température (Fig.I.26). La 

conformation des molécules est modifiée ainsi que sa fréquence d’absorption. 

 

 

 

 

 
Fig.I.26 : La cuisson des crustacés modifie la conformation des pigments et donc change leur couleur 
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Les pigments des crustacés appartiennent à la famille des caroténoïdes, précurseur de la 

vitamine A. En générale, le pigment majoritaire est l’astaxanthine, entre 63,5 à 92,2 %. On 

trouve également du β-carotène et de la zéaxanthine (Sachindra et al. 2005). Ogawa et al. 

(2006) ont extrait, à partir de têtes de Penaeus. vannamei bouillies 15 min, 37,62 µg/g de 

caroténoïdes dont 45 % d’astaxanthine, 33,5 % de β-carotène-5,6-époxyde et 21 % d’astacine. 

 

L’astaxanthine est particulièrement prisée par les éleveurs. Ajoutée à l'alimentation des 

volailles, elle colore leur coquille, ou ajouté à celle des saumons, elle rougit leur chaire. De 

plus, son pouvoir antioxydant est largement démontré (Naguib, 2000 ; Guerin et al. 2003 ; 

Gimeno et al. 2007 ; Sachindra et al. 2008) et souligné par les industries cosmétiques et 

nutraceutiques. 

 

De nombreux travaux menés par le groupe de Sachindra explorent les techniques d’extraction 

de l’astaxanthine à partir des coproduits de crevettes. Notamment l’extraction par des huiles 

végétales (Sachindra et Mahendraker, 2005), par fermentation 15 jours (Sachindra et al. 2007) 

et par voie enzymatique. L’activité de trois enzymes, l’alcalase, la papaïne et la trypsine, a été 

comparée sur des coproduits de P. indicus. Les rendements en caroténoïdes sont de 28,6 ; 

24,8 et 25,3 µg/g respectivement (Sachindra et al. 2011). Sowmya et al. (2011) ont extrait 

l’astaxanthine à partir de tête de crevettes P. monodon, par autolyse à pH 8 à 50 °C. Le 

meilleur rendement atteint 58,5 ± 6,4 %, après 4 h et selon un ratio de 1 : 2,5. Tandis que le 

plus fort pouvoir antioxydant est atteint lorsque l’autolyse dure 2 h selon le ratio 1 :5. Nawani 

et al. (2010) développent la possibilité d'extraire et de purifier les antioxydants des coproduits 

marins par les chitinases issues de Bacillus sp. et Microbispora sp. Aurioles et al. (2004) ont 

travaillé sur l’extraction des lipides totaux de crabes et homards, afin d’exploiter à la fois 

l’astaxanthine et les acides gras polyinsaturés dans cette matière première. Les résultats ont 

mis en évidence la forte valeur nutritive des extraits. 

 

VII.1.3. Les minéraux 

Les coproduits de crevettes sont riches en éléments minéraux, particulièrement en calcium. Il 

existe sous forme cristalline, semi-cristalline ou amorphe, l’indice de cristallinité indique la 

proportion de zone cristalline (Cf. V.1). Al-Sawalmih et al. (2008) ont étudié la distinction 

entre les zones amorphes de carbonate de calcium, de phosphates de calcium et les zones de 

calcites (forme cristalline) dans la cuticule de homard. Ils expliquent la répartition de chaque 

zone et leur rôle soit pour la rigidité de l’exosquelette et des canaux transversaux, soit pour la 

stabilisation générale. 

 

Les complexes dérivés du calcium, tel que l’aragonite, l’hydroxyapatite (Ca5(PO4)3OH) et son 

précurseur, le brushite (CaHPO4), sont utilisés comme matériel de substitution en médecine 

(Fig.I.27). Ces biomatériaux sont à la fois actif et permettent de remplacer des tissus osseux 

ou des dents, c’est la raison pour laquelle ils sont aussi nommés « ciment ». Ils peuvent être 

intégrés sous forme de nanoparticules (Maity et al. 2011), fibres (Zhang et Darvell, 2011) ou 

associés avec des polymères, dont le chitosan (Peña et al. 2006 ; Paduraru et al. 2011). Ils sont 

généralement injectés liquides ou visqueux dans l’organisme où ils se solidifient (Komath et 

Varma, 2003). La solidification est progressive et dépend du pH. 
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FigI.27 : Cristal de calcite, support de nanocristaux de brushite (Maity et al. 2011) et ciment de phosphate de 

calcium appliqué (Callos® Bone) 

Les calcium-orthophosphates sont indiqués comme ciment de reconstruction des tissus car ils 

sont biocompatibles et donc évitent les risques de rejets par l’organisme. Ainsi, ils sont 

indiqués pour les cas d’athérosclérose et de décalcification dentaire. Enfin, il faut également 

signaler qu’ils sont d’excellents engrais (Dorozhkin, 2007). Des instituts tels que le « British 

Calcium Carbonates Federation » au Royaume-Uni se sont dédiés aux voies d’applications de 

ces biomatériaux. 

 

VII.2. L’hydrolyse enzymatique des coproduits marins  

L’hydrolyse enzymatique des coproduits marins libèrent les composés à haute valeur ajoutée 

décrits précédemment. Pour cette raison, elle est de plus en plus étudiée. Appliquée aux têtes 

de crevettes P. semisulcatus, par l’action d’alcalases, elle atteint un rendement massique de 

protéines dans la phase liquide de 45 %. Lorsque l’on ajoute du sulfite de sodium, le 

rendement atteint alors 62 %. Cette fraction protéique contient une part suffisante d'acides 

aminés essentiels pour l'alimentation animale et les résidus sulfites peuvent être éliminés par 

précipitation acide (Mizani et al. 2005). 

 

VII.3. Les objectifs envisagés par cette étude 

Le principal objectif de cette étude est d’appliquer l’hydrolyse enzymatique pour extraire la 

chitine à partir des coproduits de marins. Les travaux antérieurs ont démontré le potentiel de 

la fermentation lactique et des protéases extraites de microorganismes. Cependant, les teneurs 

en protéines et minéraux résiduels n’atteignent pas les niveaux équivalents à ceux obtenus par 

l’extraction chimique dans les mêmes délais. Le degré de pureté est suffisant lorsque la durée 

du traitement biologique dure plusieurs jours. De plus, les procédés décrits aux sections 

précédentes conservent généralement le principe d’extraire la chitine par deux étapes clé, 

l’une associée à l’élimination des minéraux, l’autre à celle des protéines. Certains traitements 

biologiques précédemment décrit, parviennent à accomplir les deux étapes, cependant les 

durées de ces traitements sont longues. 

 

Des travaux ont été menés au laboratoire STBM par Randriamahatody (2010) sur l’hydrolyse 

enzymatique pour valoriser les coproduits de crevettes Penaeus vannamei. Ils ont mis en 

lumière le potentiel de la pepsine pour extraire la chitine. En effet, l’hydrolyse acide a libéré 
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des peptides actifs dans la phase soluble d’une part, et de la chitine purifiée dans la phase 

insoluble d’autre part. Ces résultats ont inspiré deux perspectives de valorisation : 

- La première est l’application de l’hydrolyse enzymatique acide par une protéase telle 

que la pepsine. Le procédé repose sur une seule étape clé. De plus, la pepsine est une 

enzyme industrielle déjà utilisée en agroalimentaire (produits laitiers notamment) et sa 

cinétique d’activité est rapide. 

- La seconde est l’exploitation des composés solubles de l’extraction. Habituellement 

détruits par les traitements chimiques, la voie biologique est plus douce et peut donc 

préserver leur structure. 

 

Cette étude est l’occasion de confronter deux méthodes, le traitement chimique et le 

traitement biologique. Les liaisons entre chitine, protéines et minéraux, comme cela a été 

évoqué précédemment, sont fortes et font obstacle à la purification de la chitine. Avec les 

pigments se forment des complexes glycoprotéiques, lipoprotéiques ou glycolipidiques qu’il 

est difficile de séparer (Fig.I.28). Le traitement doux par hydrolyse enzymatique, sera-t-il 

suffisant pour concurrencer l’extraction chimique dont les conditions sévères favorisent 

l’obtention de chitine de haut degré de pureté ? Le cas échéant, l’hydrolyse enzymatique 

préservera-t-elle les caractéristiques physico-chimiques (DA, DP, Icr) de la chitine, 

contrairement à l’extraction chimique ? Ceci représentera-t-il une valeur ajoutée ? Les 

conditions sévères de l’extraction chimique détruisent les autres composés disponibles dans 

les coproduits de crustacés, telle que l’astaxanthine. La protéolyse acide sera-t-elle capable de 

préserver l’intégrité de ces composés? 

 
Fig.I.28 : Hypothèse de liaison entre chitine et protéines proposées par Armenta et Guerrero-Legarreta (2009) 
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L’objectif général est d’estimer les performances de ce nouveau procédé et de les comparer au 

procédé classique. Pour atteindre cet objectif, la composition et les caractéristiques physico-

chimiques des produits doivent être déterminées. Rappelons-le, la matière première est 

initialement constituée d’un réseau dense où chitines et protéines sont imbriquées. La 

principale difficulté est de quantifier distinctement ces deux polymères. Pour déterminer les 

critères de qualité de la chitine, la présence des protéines constitue également un obstacle. Ce 

chapitre compare les méthodes disponibles dans la littérature et justifie les choix 

méthodologiques qui ont été sélectionnés. Ces choix reposent sur des résultats d’analyses 

biochimiques et physico-chimiques appliqués aux produits de référence pour notre étude : la 

matière première, les produits commerciaux et les produits d’hydrolyse enzymatique modèles. 

 

I. Méthodes d’analyse de la composition des produits 

I.1. Identification et préparation de la matière première 

La matière première utilisée pour cette étude est l’exosquelette de crevette blanche Penaeus 

vannamei. Les crevettes sont fournies par la compagnie Capitaine Cook et proviennent des 

côtes d’Amérique Centrale (principalement Equateur). Elles sont reçues congelées à -18 °C.  

 

Les crevettes sont décortiquées à 12 °C, les carapaces sont ensuite lavées puis séchées entre 

10 et 15 °C sous ventilation, à 50 % d’humidité relative. L’étape suivante consiste à broyer les 

carapaces au blender. Les fragments obtenus sont triés sur tamis afin de séparer trois tailles : 

inférieur à 1 mm, compris entre 1 et 2,5 mm et supérieur à 2,5 mm. La matière première ainsi 

obtenue est stockée dans des sachets sous-vide, placés en chambre froide à -20 °C. 

 

La figure II.1 illustre les parts de produits obtenues par le décorticage des crevettes. Elles se 

répartissent entre 50 % de chair, 30 % de têtes et 20 % de carapaces (en poids humide). 

 

 
Fig.II.1 : Répartition des parts de produits et coproduits de crevettes (en pourcentage de poids humide) 

I.2. Matière sèche 

Pour estimer la part d’eau dans un produit, 1 à 2 g d'échantillon sont prélevés et pesés dans 

une coupelle de poids connu. La coupelle est placée 24 h dans une étuve à 105 °C, puis pesée 

après 30 min de refroidissement. L’expérience est réalisée en triplicat (AOAC, 1980). 

 

La teneur en eau est déterminée dans la matière première et dans les produits d'extraction 

chimique et enzymatique. Ses produits sont marqués par une forte hygroscopie. 
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  (II.1) 
ES % est la part d'extrait sec, M0 le poids de la coupelle, le poids humide est ajouté, M1, et le poids sec final est 

de nouveau pesé, M2. La teneur en humidité correspond à la part complémentaire. 

 

I.3. Teneur en cendres 

Le principe de la détermination de la teneur en minéraux repose sur leur résistance à la 

chaleur. Environ 1 g d’échantillon est pesé dans une feuille de papier en aluminium de poids 

connu. Elle est repliée et placée au moins 5 h à 600 °C. Après refroidissement, elle est de 

nouveau pesée. Le poids des cendres résiduelles est assimilé à la teneur en minéraux. Chaque 

mesure est répétée trois fois (Méthodes de référence AOAC, 1980). 

  (II.2) 
Cendres% est la teneur en cendres, M0 le poids du récipient, M1 et M2 sont les poids avant et après incinération 

respectivement. 

 

Pour s'affranchir de l'influence des conditions environnementales (T° et P°), les supports 

(coupelles, creusets, feuille d’aluminium, etc.) peuvent être placés 1 h en étuve à 105 °C, puis 

refroidis 30 min dans un dessiccateur avant d’être utilisés. Tous les résultats sont exprimés 

par rapport à la matière sèche. 

 

I.4. Teneur en lipides 

Les lipides sont extraits selon la méthode de Folch et al. (1957). Le solvant organique utilisé 

est un mélange de méthanol/chloroforme (1:2, v/v). L’échantillon à analyser et le solvant sont 

introduits dans un erlenmayer à hauteur de 1:20 (substrat solide/ volume en ml). Après 1 h 

d'agitation, le produit est filtré sous vide à travers un verre fritté d'indice 3. Le filtrat est 

introduit dans une ampoule à décanter. Du NaCl à 0,9 % (w/v) est ajouté à hauteur de 0,2 (v/v 

total). Le mélange décante jusqu'à l'obtention d'un système biphasique net. L'ampoule est 

dégazée plusieurs fois, puis la partie huileuse, située dans la phase inférieure, est versée dans 

un ballon préalablement pesé. Le contenu du ballon est distillé sous rotavapor (pression de 

220 bars), puis séché sous azote. Enfin le poids du ballon est pesé, la teneur en lipides est 

calculée par la différence de poids. 

 

Les échantillons peuvent être humides (4 g dans ce cas) ou lyophilisés (1 g) puis dissous. La 

seconde option donne des résultats plus homogènes. 

 
1
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%

M

MM
Lipides


  (II.3) 

Lipides% est la teneur en lipides, M0 le poids du ballon, M1 est la prise d’essai et M2 est le poids du ballon 

contenant les lipides séchés après l’extraction. 

 

La phase huileuse séchée peut être conservée dans du chloroforme pour subir des analyses 

approfondies, sur la nature des acides gras qu'elle contient, en chromatographie. 
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I.5. Teneur en protéines 

I.5.1. Dosage de l’azote par Kjeldahl (Crooke et Simpson, 1971) 

La méthode de Kjeldahl a été développée par Johan Kjeldahl, chimiste danois, en 1883. Son 

principe consiste à doser la teneur en azote et d’utiliser un coefficient de conversion pour 

estimer la teneur en protéines. Le dosage repose sur trois étapes. 

 

La première étape du dosage est la digestion acide, appelée également « minéralisation ». La 

prise d'essai est de 4 ± 1 g (poids humide), pesée dans un tube à minéralisation. On y introduit 

alors 20 ml d'acide sulfurique (H2SO4 à 96 %) et une pastille de K2SO4/CuSO4 (5/2, w/w) qui 

catalyse la réaction en augmentant le point d'ébullition (Raul, 2009). Le mélange est porté 

lentement à 450 °C. La minéralisation convertit l’azote des composés amines et amides en 

ions ammonium NH4
+
, lesquels se lient aux ions sulfates SO4

2-
. Le reste de la matière est 

digéré sous forme de CO2 et H20. D'après l'équation (II.4), les espèces obtenues à l'issue de la 

réaction sont les suivantes: 

 Norganique + H2SO4 → (NH4) 2SO4 + H2O +CO2 (II.4) 

Un changement de couleur vers le vert pâle ou le bleu indique la fin de la réaction. L'étape 

dure au minimum 2 h. Elle est suivie d'une neutralisation. Après refroidissement, 20 ml d'eau 

distillée sont ajoutés pour stabiliser le milieu, puis suffisamment de NaOH 10 M pour 

atteindre un volume final de 80 ml. La forte alcalinité convertie l'ammonium en ammoniac 

gazeux (II.5):
 

 (NH4)2SO4 + 2NaOH → 2NH3 + Na2SO4 + 2H2O (II.5) 

Le tube est placé dans une unité de distillation (Modèle K-314, Büchi Labortechnick AG, 

Suisse). La distillation transfert l'ammoniac gazeux vers une solution de 20 ml d'acide borique 

(H3BO3, 2 %, w/w) en formant un complexe ammonium-borate (II.6): 

 NH3 + H3BO3 (en excès) → NH4 + H2BO3 (II.6) 

La dernière étape est la titration de l’azote, sous sa forme complexée avec le borate, par 

l'acide hydrochlorhydrique 1 M. La solution à titrer contient un indicateur coloré qui vire au 

vert lorsque le pH est à l'équilibre. Le volume de HCl est alors identique à celui de NH4
+ 

(II.7) : 

 NH4
+
 + 2H2BO3

-
 + HCl → (NH4)Cl + 2H3BO3  (II.7) 

Le pourcentage d’azote, %N, est donné par la relation (II.8) : 

  (II.8) 

V est le volume de HCl versé (en ml), [HCl] sa concentration  (généralement égale à 1 g/l), M est la masse 

d’échantillon introduite dans les tubes (en g) et 14 correspond à la masse atomique de l’azote. La relation 

intègre le facteur 0,1 qui comprend la conversion du volume de HCl en litre et la conversion en pourcentage 

 

Enfin, la teneur en protéines dans l'échantillon est déduite de la formule suivante (II.9) : 

M

HClV
N

][**4.1
% 
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  (II.9) 

La teneur en azote dans les protéines a été estimée en moyenne à 16 %, ce qui correspond à 

un coefficient de conversion entre azote et protéines de 6,25. Bien que communément admis, 

ce coefficient est parfois contesté, notamment lorsqu’il est appliqué aux produits marins, ces 

derniers étant plus riches en azote. Le coefficient de conversion varierait de 6,25 à 5,8 ± 0,1 

(Gnaiger, 1984). 

 

I.5.2. Méthodes de dosages colorimétriques des protéines 

Plusieurs dosages colorimétriques servent à déterminer la concentration en protéines solubles. 

Ils partagent le même principe, basé sur la formation d’un complexe avec les liaisons 

peptidiques, détectés sous UV. La première étape consiste à solubiliser les protéines. Pour les 

substrats tels que les carapaces de crustacés, où les protéines sont intimement fixées à la 

chitine, il est nécessaire d'appliquer un traitement alcalin sévère pour garantir la solubilisation 

totale de la fraction protéique. Ce traitement ne doit pas solubiliser la chitine. 

 

Environ 1 g d'échantillon est pesé dans un tube dans lequel est ajouté 10 ml de NaOH 2 M. Le 

tube est porté à 90 °C pendant 1 h. Après refroidissement, le contenu du tube est fractionné 

par centrifugation à 10 °C, pendant 10 min à 10 000 rpm. La fraction de protéines solubilisées 

se situe dans le filtrat, sur lequel s'effectue le dosage colorimétrique. Le tableau II.1 compare 

les caractéristiques de différents dosages. 

 

Dosage Principe Interférences 

Biuret 

(Gornall et al. 1949) 

Formation d'un complexe cuivre/ liaison peptidique/ biuret 
(NH2-CO-NH-CO-NH2 composé issu de la condensation de 
l'urée) en milieu alcalin. Formation d’un complexe violet rose, 
lecture à 545 nm 

Glycérol, certains 
peptides, saccharose 

Lowry 

(Lowry et al. 1951) 

Méthode de biuret complétée par le réactif de Folin-Ciocalteu 
(phosphomolybdate et phosphotungstate) qui se lie avec la Tyr 
et le Trp et, dans une moindre mesure, avec la Cys et l'His. 
L'absorbance est observée à 750 nm. 

Forte influence de 
certains peptides, 
glycérol, saccharose, 
EDTA, détergents 

BCA: acide 
bicinchoninique 

Formation d'un complexe cuivrique très similaire à la réaction 
du biuret, entre le BCA, Cu

2+
 et les liaisons peptidiques des 

protéines. 

Thiols Tyr, Cys, Try, 
sucres réducteurs, ac. 
ascorbique et urique 

Bradford  

(Bradford et al. 

1976) 

Le réactif est le bleu de Coomassie, il réagit avec l'Arg et, dans 
une moindre mesure, avec l'His, la Lys et les acides aminés 
aromatiques en milieu méthanolique acide. L’absorbance est 
mesurée à 465 nm. 

Forte influence des 
détergents et bases 
fortes 

Tab.II.1: Caractéristiques des principaux dosages colorimétriques des protéines (Tyr=tyrosine, Cys=cystéine et 

Trp=tryptophane, His=histidine, Arg=arginine et Lys=lysine) 

La protéine de référence utilisée pour ces dosages est un sérum à base d’albumine bovine 

(BSA). La gamme étalon s'étend de 12,5 à 300 μg/ml pour nos expérimentations. Le choix de 

cette protéine de référence est lié à son accessibilité. 

 

(a) Lowry: Ce dosage repose sur une double réaction. D’une part, un complexe cuivre-

protéine est formé à partir des atomes d’azote des liaisons peptidiques, en condition alcaline 

25.6*% NP 

http://www.chimie-biochimie.umoncton.ca/bch/dg/siitub/prodosage.html#ornall
http://www.chimie-biochimie.umoncton.ca/bch/dg/siitub/prodosage.html#owry
http://www.chimie-biochimie.umoncton.ca/bch/dg/siitub/prodosage.html#radford
http://www.chimie-biochimie.umoncton.ca/bch/dg/siitub/prodosage.html#radford
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(II.10.a). Ce complexe est oxydé (II.10.b). D’autre part, les ions Cu
+
 et certains radicaux 

d’acides aminés réduisent le complexe acide phosphotungstique/ acide phosphomolybdique 

contenu dans le réactif F-C pour Folin-Ciocalteau (II.11). Le produit obtenu développe une 

coloration bleue mesurée à 750 nm. 

 Cu
2+

 + protéines → [Cu
2+

-protéines] (II.10a) 

 Cu
2+

 + (acides aminés)red → Cu
+
 + (acides aminés) ox (II.10b) 

 Cu
+
 + (F-C)ox → Cu

2+
 + (F-C)red (bleu) (II.10c) 

Au préalable, deux réactifs sont préparés à partir d'un kit Sigma. Le premier est un mélange 

d'une solution à 2 % de Na2CO3 (dans du NaOH à 0,1 N), d’une solution à 1 % du CuSO4 

(dans de l'eau distillée) et d’une solution de KNaC4H4O6, à 2 % (dans de l'eau distillée). Les 

proportions du mélange se répartissent respectivement entre 1:1:100 et il n'est plus stable 

lorsqu'il se trouble. Le second réactif est le réactif de Folin-Ciocalteu (F-C) à base d’acide 

phosphotungstique et de cuivre. 

 

La prise d'essai pour chaque échantillon ou standard est de 0,5 ml, auquel on ajoute 2,5 ml du 

premier mixe de réactifs. Les tubes sont agités et maintenus à Tamb 10 min. On ajoute ensuite 

25 ml de réactif de Folin-Ciocalteu. Les tubes sont à nouveau agités. L'absorbance peut être 

lue après 30 min à Tamb à 745 nm. L'échantillon est reproduit en triplicat. 

 

(b) BCA sur microplaques: les dosages ont été effectués sur des microplaques. Deux réactifs 

sont fourmis par Sigma. Le premier correspond à l'acide bicinchoninique et le second au 

CuSO4, 5H2O. Au préalable, 1 ml du premier réactif est mélangé à 50 ml du second. La prise 

d'essai pour un dosage sur microplaques est de 25 μl pour 200 μl du mélange des réactifs. Les 

microplaques sont placées à 37 °C pendant 30 min. Après refroidissement, l'absorbance est 

lue à 555 nm. L'échantillon est reproduit en triplicat. 

 

Les autres méthodes n'ont pas été testées sur nos produits, de même que le dosage du 

tryptophane à 280 nm. En effet, le tryptophane n'est pas un acide aminé majoritaire dans la 

cuticule de crustacés (Narayan et al. 2010). Chaque méthode colorimétrique est caractérisée 

par sa sensibilité, son seuil de détection et ses risques d’interférence avec d'autres espèces. 

Des précautions doivent être prises en ce sens (Peterson, 1979). 

 

I.5.3. Dosage des acides aminés par chromatographie en phase gazeuse 

La composition en acides aminés est analysée par chromatographie en phase gazeuse (CPG-

FID). La première étape consiste d'abord à dégrader complètement les protéines en acides 

aminés par hydrolyse acide. Un échantillon lyophilisé d'environ 10 mg est pesé dans une 

ampoule dans laquelle est ajouté 200 μl de HCl 6 N. L'ampoule est scellée sous vide et placée 

24 h à 110 °C dans un bain à sec. Puis l'échantillon hydrolysé est séché sous azote et dilué 

dans 2,5 ml d’eau milliQ. L'analyse des acides aminés est réalisée en utilisant la procédure 

EZ:Faast (Phenomenex, Etats-Unis) qui consiste en une étape d'extraction de la phase solide, 

suivie d’une dérivatisation et d'une extraction liquide/liquide. La phase organique qui contient 

les acides aminés dérivés est introduite dans une aliquote et analysée par un système CPG-
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FID (Perkin Elmer Autosystem XL). Les acides aminés sont identifiés selon leur temps de 

rétention et quantifiés d'après une courbe d’étalonnage et leur facteur de réponse par rapport 

au standard interne (la norvaline ajoutée à une concentration de 200 μmol/l dans chaque 

échantillon). 

 

L’échantillon est reproduit en triplicat et l’absence d’interférences par la présence de NacGlu 

a été vérifiée. La technique ne permet pas de quantifier tous les acides aminés. Le tryptophane 

est détruit par l’étape d’hydrolyse acide. L’asparagine et la glutamine sont respectivement 

convertis en acide aspartique et glutamique. L’arginine n’est pas détectée et la cystéine l’est 

faiblement. Selon l’équipement et leur capacité à se volatiliser, le taux de recouvrement des 

acides aminés peut varier. Adams (1974) note un degré de recouvrement de 90 à 99 % par 

CPG, excepté pour l’arginine dont le recouvrement n’excèderait pas 78 %. 

 

I.6. Teneur en résidus glycosidiques simples 

I.6.1. Dosage colorimétrique de Dubois et al. (1956) 

La méthode de Dubois et al. (1956) est utilisée pour estimer la teneur en résidus glycosidiques 

totaux. Elle n'est pas spécifique et réagit indifféremment avec les mono-oses neutres, les 

aldoses et les cétoses libérés par hydrolyse à l'acide sulfurique. Cette étape déshydrate les oses 

qui forment des hydroxy-méthylfurfural (HMF) à partir des hexoses ou des furfurals à partir de 

pentoses. Ces composés se condensent avec le phénol pour donner des complexes colorés (jaune-

orangé). 

 

Les gammes étalon peuvent être préparées à partir de glucose, fructose ou mannose, de 50 à 

500 μg/ml. Dans chaque tube à essai, 500 μl de standard ou d'échantillon sont introduits. Puis 

1 ml de phénol à 5 % est ajouté, les tubes sont vortexés et maintenus à Tamb 40 min. Puis 5 ml 

d’acide sulfurique (H2SO4) concentré sont ajoutés et après 10 min, l'absorbance peut être lue 

au spectrophotomètre à 480 nm. L'échantillon est reproduit en triplicat. 

 

I.6.2. Méthode de dosage colorimétrique des osamines 

Les osamines ne sont pas concernées par le dosage de Dubois. Deux méthodes, issues du 

même principe, ont été comparées. Elles ont été utilisées pour estimer la teneur en chitine 

dans la paroi de certains champignons ou bactéries (Swift, 1973 ; Chen et Johnson, 1983). 

 

La première étape consiste à pratiquer une hydrolyse acide poussée afin de convertir le 

polymère en unités glycosidiques. Pour cela, 10 mg d’échantillon sont introduits dans un tube 

Pirex, avec 5 ml de HCl 6 N. Après centrifugation, le surnageant est récupéré et neutralisé. 

 

(a) Méthode au DMAB – Elson Morgan. Un réactif A est préparé par dissolution de 6,1 g 

de di-potassium tétraborate tétrahydrate dans 80 ml d'eau distillée, ajusté à 100 ml. Un réactif 

B est préparé par ajout de 1,5 ml d'eau distillé à 11 ml d'acide chlorhydrique concentré (12 N), 

auquel on ajoute 87,5 ml d'acide acétique glacial. 10 g de para-diméthylamino-benzaldéhyde 

(DMAB-P5) sont dissous dans le mélange. Cette solution est diluée 10 fois avant utilisation. 

La gamme étalon est préparée à partir de N-acétylglucosamine ou de N-acétyl-galactosamine. 
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Une hydrolyse est réalisée en ajoutant 50 μl de réactif A à 250 μl de solution ou d'étalon. Les 

tubes sont chauffés 3 min à 100 °C, puis refroidis rapidement sous l’eau courante. 1,5 ml de 

réactif B sont ajoutés, puis les tubes sont agités et incubés 20 min à 37 °C. L'absorbance est 

mesurée à 585 nm (ou 550 nm en microplaques) après refroidissement des tubes. L'expérience 

est réalisée en triplicat. 

 

(b) Méthode de Belcher et al. (1954). Les réactifs à préparer sont l’acide hydrochloridrique 8 

N (66,6 ml de HCl 12 N dans 33,4 ml de H20), l’hydroxyde de sodium 4 N (à partir de 40 ml 

de NaOH 10 N dans 60 ml de H20), d’acétylacétone (avec 2 ml d’acétylacétone + 48 ml de 

carbonate de sodium à 0,625 M, solution elle-même préparée à partir de 6,62 g de Na2CO3 

pur dans 100 ml d’eau) et de réactif d’Ehrlich, qui consiste à un mélange de 1,6 g de para-

diméthylaminobenzaldéyde dans 30 ml de HCl 12 N. 

 

La gamme étalon est préparée à partir de 2 mg/ml de N-acétylglucosamines ou galactosamine, 

les concentrations s’étalent entre 0,1 et 1 mg/ml. Il est nécessaire de procéder à une étape 

préalable d’hydrolyse, 500 μl d’échantillon ou de standard sont introduits dans des tubes en 

verre avec 500 μl d’HCl 8 N, lesquels sont placés dans un bain à sec à 100 °C une heure. Puis, 

la neutralisation est obtenue par ajout de 850 μl de NaOH 4 N. 

 

Le dosage consiste à prélever 250 μl de produit hydrolysé, les introduire dans un tube en verre 

avec 250 μl de réactif d’acétylacétone et 500 μl d’eau distillée. Une fois vortéxés, les tubes 

sont placés en bain-marie à 100 °C une heure (prendre soin de recouvrir les tubes de papier 

d’aluminium pour la lumière). La température du bain est ensuite abaissée à 75 °C tandis que 

les tubes sont refroidis dans la glace. On ajoute alors 1,25 ml d’éthanol absolu dans les tubes, 

puis ils sont voxtéxés et placés à 75 °C. Après 5 min, on ajoute doucement 250 μl de réactif 

d’Ehrlich. Après 30 min, les tubes sont refroidis avant d’y ajouter 1,25 ml d’éthanol absolu. 

L’absorbance à 520 nm est lue après une attente de 30 min où les tubes sont maintenus à 

l’obscurité. 

 

I.6.3. Dosage des résidus glycosidiques par chromatographie en phase gazeuse 

Le dosage des résidus glycosidiques par CPG est pratiqué selon la méthode de Kamerling et 

al. (1975), modifiée par Montreuil et al. (1986). L’appareil utilisé est un chromatographe HP-

5890 (Hewlett-Packard), équipé d’une colonne capillaire apolaire en silice fondue CPSil-5CB 

(Chrompack). Les polymères subissent une méthanolyse. Les résidus glycosidiques sont 

ensuite triméthylsilylés afin de leur rendre plus volatils. Enfin, ils sont identifiés par CPG 

sous forme de glycosides de méthyle O-triméthylsilysés. 

 

Ce dosage ne permet pas de distinguer les glucosamines des N-acétylglucosamines, à cause de 

l’étape de méthylsilylation. 
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I.7. Teneur en chitines 

L’écriture non conventionnelle de « chitines » au pluriel souligne la variété de molécules 

désignées par ce terme. Généralement, l’objectif est de connaître la quantité totale de chitine 

incluant ses différentes formes. Cependant, certaines techniques s’adressent à une catégorie en 

particulier. De nombreuses méthodes de quantification ont été développées. La plus répandue, 

dite de gravimétrie, consiste à éliminer de l’échantillon tout autre composé que la chitine, par 

traitement chimique (Black et Schwartz, 1950). La masse de chitine est calculée par 

différence de poids entre l’échantillon initial et l’échantillon « nettoyé » (Cf. section II). Cette 

technique est destinée à tous les dérivés associés à la chitine, excepté les unités glycosidiques 

et les oligomères inférieurs au seuil de filtration, après le traitement chimique. 

 

D’autres méthodes sont évoquées par la littérature (Muzzareli, 2003). Cependant, elles ont été 

abandonnées au cours du temps. Elles font appel soit à la colorimétrie (dosage des osamines, 

méthode peu reproductible et de faible recouvrement), soit au dosage de l’acide acétique, qui 

est libéré lors de l’hydrolyse de la chitine (Holan, Votruba et al. 1980). D’autres méthodes 

indirectes permettent d’estimer le degré de pureté en chitine. Elles vont être abordées dans la 

section III. 

 

II. Méthode d’extraction de la chitine 

II.1. L'extraction chimique 

Selon le principe décrit par la section VI du chapitre 1, l'extraction chimique consiste en une 

déminéralisation acide et une déprotéinisation basique. Le protocole adopté est inspiré de 

l'étude de Tolaimate et al. (2003). 

 

La matière première est préparée selon la description en I.1. Puis, environ 3 g sont prélevés et 

mélangés avec 30 ml de HCl 1 M dans un tube. Il est placé sous agitation 1 h à Tamb. Pendant 

cette étape, le CO2 est éliminé sous forme gazeuse, c'est pourquoi le tube doit être ouvert. Le 

contenu du tube est ensuite filtré sur toile filtrante et rincé abondamment à l'eau distillée. Le 

retentât est introduit dans un flacon en Pirex, dans lequel sont ajoutés 30 ml de NaOH 1,25 M. 

La déprotéinisation dure 2 h dans un bain marie à 90 °C. Le contenu du flacon est à nouveau 

filtré sur toile filtrante et rincé abondamment à l'eau distillée. Le degré de déprotéinisation 

peut être amélioré par une étape intermédiaire, au bout d'une heure, de filtration et rinçage. 

Quand l'eau de rinçage n'est plus colorée, l'eau distillée est remplacée par un volume de 20 ml 

de peroxyde d'hydrogène (H2O2) pour blanchir le produit. Un ultime rinçage à l'acétone 

permet d'entrainer les impuretés lipidiques résiduelles. Le filtrat est alors transféré dans une 

coupelle préalablement pesée qui est placée en étuve à 90 °C pendant une nuit. Le nouveau 

poids de la coupelle, contenant le produit sec, permet de déduire le rendement massique 

d’après la formule générique (II.11) : 

  (II.11) 

Chaque extraction chimique est réalisée en triplicat. 

100*%
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II.2. L'extraction enzymatique par protéolyse acide 

La mise au point du protocole d'extraction enzymatique de la chitine s’inspire des études 

décrites dans le chapitre 1, section VII.2. L'accent est porté sur la fusion de l'étape de 

déminéralisation et de déprotéinisation en une seule étape en milieu acide. Nous avons 

sélectionné la pepsine pour réaliser la protéolyse acide. 

 

La première étape consiste donc en la préparation du milieu de réactif. Le solvant choisi est 

l'acide phosphorique, H3PO4. La concentration de la solution est calculée de façon à atteindre 

les conditions stœchiométriques de la réaction II.12, avec le carbonate de calcium contenu 

dans la matière première. Le pH se stabilise autour de 2 lorsque la réaction est à l'équilibre 

(pKa = 1,9). Ce pH coïncide avec l'activité optimale de la pepsine. 

 CaCO3 + 2H3PO4  Ca(H2PO4) 2 + CO2 + H2O (II.12) 

La prise d'essai de matière première est de 5 g environ, ce qui représente 1,125 g de CaCO3. 

Le solvant est ajouté selon le ratio 1:5 (w/v). Par conséquent, 25 ml d'acide phosphorique à 

0,9 M sont ajoutés au 5 g de matière première, dans un erlenmayer préalablement pesé. Le 

mélange est chauffé à 40 °C. Généralement, les paramètres du procédé sont stabilisés autour 

de 40 °C, concernant la température, et autour de 2 pour le pH, en 7 ± 2 min. L'enzyme est 

alors introduite dans le milieu réactionnel. Ce moment correspond au démarrage de 

l'hydrolyse enzymatique (t=0). Dès lors, l'erlenmayer est placé sous agitation magnétique, en 

étuve (Fig.II.2). Différentes concentration en enzyme et différentes durées d'hydrolyse seront 

appliquées. Puis le contenu de l'erlenmayer est filtré sur toile filtrante (0,45 nm) et rincé 

abondamment à l'eau distillée. 

 

   
Fig.II.2 : Hydrolyse enzymatique d'exosquelette de crevette par la pepsine en milieu maintenu acide par H3PO4 

Le résidu solide retenu par la toile filtrante est transféré dans une coupelle de poids connu, 

laquelle est placée dans une étuve à 90 °C pendant une nuit. Le poids est alors à nouveau pesé 

et permet de connaître la masse de produit récupéré. Cette partie correspond à la chitine et aux 

éventuels protéines et minéraux résiduels, qui n'ont pu être éliminés. Enfin, le rendement 

massique est mesuré par gravimétrie. 

 

D'autre part, la phase soluble filtrée est neutralisée par de la soude 10 M. Le volume ajouté 

pour atteindre la neutralisation est noté. L’échantillon est ensuite lyophilisé pour des analyses 

postérieures. 
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III. Caractérisation qualitative des produits 

III.1. Mesure du degré d’acétylation 

 
100*

FF

F
 = (%) DA

AD

A

  (II.13) 

Le degré d’acétylation de la chitine correspond à la fraction molaire moyenne des unités de N-

acétyl D-glucosamine par rapport au nombre total d’unités (II.13). De nombreuses méthodes 

ont été développées pour déterminer le DA. Kasaai (2010) compare les avantages et 

inconvénients de chacune et cible les gammes de DA auxquelles elles s’appliquent. 

 

III.1.1. Résonance magnétique nucléaire du liquide 1H 

La RMN aide à comprendre comment les structures moléculaires sont organisées. Lorsque les 

noyaux sont soumis à un champ magnétique, produit par un aimant, les interactions entre eux 

provoquent des résonnances. Elles sont liées au spin, « I », qui est une grandeur intrinsèque 

des noyaux atomiques. Les noyaux retrouvent leur stabilité au bout d’une durée appelée temps 

de relaxation. La RMN mesure l’intensité des fréquences émises pendant le temps de 

relaxation. Or ces fréquences sont caractéristiques de l’environnement du noyau. Les atomes 

voisins causent un déplacement chimique spécifique, noté « δ » (Rouessac et al. 2004). 

 

20 mg de chitine sont solubilisés dans 1 ml de DCl (7,6 N dans D2O, Euriso-top) sous 

agitation magnétique à température ambiante pendant 12 h. L’analyse RMN 
1
H est réalisée à 

300 °K à l’aide d’un spectromètre Bruker ALS300 (300 MHz, référence TMSP 0,00 ppm). Le 

DA est déterminé selon la méthode de calcul décrite par Einbu et Varüm (2008). 
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 (II.14) 

Un groupe d’atome est identifié par son δ, connue grâce à des produits de référence (Tab.II.2).  

 

Type de proto ou carbone Position (δ, ppm) 

H1 (GluNAc)  
H1 (GluNH2)  
H2 (GluNH2)  
H2 (GluAc)  
H3 (GluNH2)  
H3 (GluNAc)  
H3, H4, H5, H6, H6

’ 
HN-COCH3 
CH3COOH (AcOH) 
C1 
C2 
C3 
C4 
C5 

C6 
N-CH3 (C7) 
N-C=O (C8) 

4,62 - 4,85 
4,85 – 4,97 
3,18 – 3,24 
3,38 – 3,65 
3,52 – 3,87 
3,52 – 3,65 
3,74 – 4,34 
1,95 – 2,09 
2,09 – 2,11 

102,7 – 105,7 
55,2 – 57,6 
73,1 – 75,7 
80,9 – 85,7 
73,1 – 75,7 
59,6 – 60,8  
22,8 – 23,3 

173,6 – 173,8 

Tab.II.2 : Déplacements chimiques des 

protons et carbones en RMN (Kasaai,2010) 

Fig.II.3 : Spectre 1H RMN de chitosan, 600 MHz, en D2O, à 

65 °C, (Yang et Montgomery, 2000) 
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La figure II.3 montre le spectre de RMN 
1
H du chitosan. L’absence de proton méthyle entre 

1,0 et 1,5 ppm serait un gage de pureté (Al Sagheer et al. 2009). L’intensité des fréquences est 

liée à la quantité dudit groupe d’atomes, l’analyse qualitative est donc possible. De plus, cette 

technique peut être utilisée pour distinguer les allomorphes de la chitine α et β (Cardenas et al. 

2004). 

 

III.1.2. Résonance magnétique nucléaire du solide en 13C et 15N 

Les mesures de degré d’acétylation par RMN du liquide 
1
H sont comparées à des mesures 

effectuées en RMN du solide 
13

C et 
15

N. Le temps d’acquisition est plus long pour la RMN du 

solide, en particulier celle du 
15

N. Le spectromètre utilisé est un DRX AVIII à 400 MHz, 

accompagné d’une sonde 4 mm CPMAS H/X. La température est de 20 °C et la rotation de 9 

KHz. La référence externe de déplacement chimique est la glycine (δ
13

CO = 176,03 ppm, 

δ
15

NH = 110 ppm). En RMN du 
13

C, le temps de contact est de 1 ms (AQ= 44 ms, D1= 5 s, 

Ns= 8 192). En RMN du 
15

N, il est de 2 ms (AQ= 44 ms, D1= 1 s, Ns= 31 7440 pour la 

chitine commerciale et 256 000 pour le produit d’hydrolyse). 

 

III.1.3. Spectroscopie infrarouge à transformation de Fourrier - FTIR 

Cette technique simple à mettre en œuvre, est largement utilisée pour étudier la composition 

et la structure de la chitine, pour distinguer la forme  de la forme β (Duarte et al. 2002 ; 

Cardenas et al. 2004) et parfois pour déterminer le degré d’acétylation (Einbu, 2007 ; Ng et al. 

2006). Le principe de la spectroscopie infrarouge se base sur les émissions de vibrations entre 

deux atomes. Elles sont spécifiques à chaque environnement atomique. Ces vibrations sont 

identifiées selon leurs fréquences. 

 

Pour la chitine pure, ces fréquences ont été identifiées et commentées par de nombreuses 

études, dont l’une des premières est celle de Pearson et al. (1960). Le tableau II.3 situe les 

absorbances des principales bandes caractéristiques de la chitine : 

 

Absorbance (cm
-1

) Structure 

3450 
3360 
2920, 2880, 1420, 
1275, 1245 
1730 
1660 
1560 
1590 
1415, 1320 
1380 
1255 
1150-1040 
850, 838 

OH, groupe hydroxyle 
NH, vibration étendue 

CH2 (symétrique ou asymétrique) 
du cycle pyranose 
Groupe carbonyle 

C=0 du groupe amide (I) 
NH du groupe amide, vibration 

repliée 
NH2 de groupe amine 

OH et CH du cycle 
CH3 du groupe amide 

Groupe C-O 
-C-O-C- de la liaison glycosidique 

Groupe CH3COH 

Tab.II.3 : Pics caractéristiques en FT-IR de la chitine (Pawlak et al. 2003) 

Il faut ajouter à ce tableau la présence systématique du doublet à 1 626 cm
-1

 et 1 663 cm
-1

, 

associé à la chitine α et attribué aux vibrations entre les groupes C-N et C=O de l’amide 1
aire

, 
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liés par un pont hydrogène aux groupes OH. L’apparition d’un pic à 1 656 cm
-1

 correspond à 

un état amorphe, où les vibrations détectées correspondent aux liaisons entre l’amide 1
aire

 et le 

groupe C=O. Les bandes à 3 474 et 3 434 cm
-1 

indiquent les vibrations de groupes hydroxyles. 

De larges bandes entre 3 500 et 1 650 cm
-1

 indiquent que ces groupes sont soit libres, soit 

impliqués dans des liaisons hydrogènes faibles. Des bandes à 1345 et 1344 cm
-1

 peuvent 

correspondre respectivement aux vibrations de CO-NH et à CH3 déformées symétriquement. 

Une bande à 1 557 cm
-1

 indiquerait la vibration entre N-H d’un amide 2
aire

 déformé. Enfin, 

l’intensité à 1159 cm
-1

 est modifiée lorsque les chaînes sont réduites par dépolymérisation. 

(Ravindra al. 1998 ; Duarte et al. 2002 ; Al Sagheer et al. 2009). 

 

La spectroscopie FTIR permettrait de déterminer le degré d’acétylation. Le principe repose 

sur le rapport des aires entre bandes caractéristiques de la N-acétylglucosamine, de la 

glucosamine ou de la chitine. Plusieurs formules sont proposées, selon les études (II.4) : 

 

Formule Source 

A1550/A2878 
A1655/A2867 

A1655/A3450 
A1554/A897 
A1554/A3450 

(A1655 + A1630)/A3450 

A1626/A2877 

Sannan et al. 1978 
Miya et al. 1980 

Moore et al. 1980 ; Domszy et al. 1985 
Miya et al. 1985 

Baxter et al. 1992, Roberts et al. 1992 
Shigemasa et al. 1996 

Duarte et al. 2002 

Tab.II.4 : Exemples de le relations employées pour déterminer le DA via la spectroscopie FT-IR 

Le mode opératoire consiste généralement à broyer 1 mg d’échantillon avec 100 mg de KBr 

(Fluka). Le mélange est compacté sous presse afin de former une pastille. Celle-ci est placée 

dans le spectromètre, sous le faisceau de rayons infrarouges. Il est important d’éliminer 

l’humidité à l’intérieur du spectromètre avant la prise de la mesure. L’appareil est un Nicolet 

iS10 de Thermo Scientific avec un accessoire Smart iTR (pour l'analyse ATR) et le logiciel 

est OMNIC 8,1. L’énergie absorbée entre 1 200 et 3 000 cm
-1

 est enregistrée. Les spectres des 

échantillons sont alors comparés entre eux et aux standards. 

 

III.2. Mesure du degré de polymérisation 

La section IV du chapitre 1 explique le lien entre la longueur de la chaîne exprimée par le 

degré de polymérisation et la masse molaire. Cette dernière est estimée via la mesure de la 

viscosité intrinsèque, à l’aide d’un viscosimètre à capillaire, selon l’équation de MHS (Cf. 

Chapitre 1.IV.2) : 

  [η] = K*Mv
a

 (II.15) 

Pour rappel, K et a sont deux constantes, η la viscosité réduite et Mv la masse moléculaire 

viscosimétrique. Les constantes sont déterminées à partir d’une courbe qui exprime le log de 

η en fonction du log de M (établie grâce à des solutions de masses moléculaires fixées). La 

constante a correspond à la pente de la droite et K correspond à la valeur de l’ordonnée à 

l’origine. Elles varient selon la température ambiante, les caractéristiques du solvant et du 

produit. Pour cette étude, les coefficients utilisés sont ceux établis par Poirier (2000) 0,95 et 

7,6*10
-5

 dl/g respectivement. La viscosité réduite est déterminée par un viscosimètre 
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capillaire d’Ubbelhode. Des solutions de différentes concentrations en chitine sont préparées 

et le temps d’écoulement entre les deux repères (Fig.II.4) est noté pour chacune des solutions. 

 
Fig.II.4 : Viscosimètre capillaire d’Ubbelhode 

La viscosité réduite correspond à la viscosité intrinsèque lorsque les concentrations tendent 

vers zéro. On peut alors utiliser la formule II.15 pour déterminer Mv. 

 

III.3. Mesure de l’indice de cristallinité 

L’indice de cristallinité (ICr) indique la proportion de zone cristalline dans l’échantillon de 

chitine (Chapitre 1, section IV.1). L’indice ICr se détermine par diffraction aux rayons X. 

Cette technique distingue les zones cristallines des zones amorphes.  

 

Les diagrammes de diffraction ont été enregistrés sur un diffractomètre D8 Discover de 

Bruker-axs (Karlsruhe, Allemagne) toutes les 10 minutes. La radiation (Cu K1 = 1,5405 Å), 

produite dans un tube cuivre, scellé à 40 kV et 40 mA, a été sélectionnée et parallélisée par 

l'utilisation de miroirs de Gobël croisés et collimatés pour produire un faisceau de 500 m. 

Les données de diffraction ont été recueillies en utilisant un détecteur deux dimensions 

GADDS. Les échantillons sont placés entre deux feuilles de ruban-adhésifs afin de prévenir 

d'une perte d'humidité. 

 

Deux méthodes sont répertoriées dans la littérature pour déterminer l’indice ICr d’après les 

résultats de diffraction. Une déconvolution est pratiquée à partir des spectres d’intensité des 

radiations. Cette opération consiste à séparer distinctement chaque pic et déterminer chacune 

de leur aire. Les pics associés aux zones amorphes et cristallines ont bien été référencés 

(Osorio-Madrazo et al. 2011) 

- La méthode de Focher et al. (1990) consiste à identifier le pic d’intensité maximale, 

noté I110, (à 2θ = 20° dans le plan de réflexion (110)h) et l’intensité du pic représentatif 

des hydrates amorphes, noté Iam (autour de 2θ = 16°) : 

 110110 /)( IIII amCr   (II.13) 

- La seconde se base sur le rapport entre la somme totale des aires des zones cristallines 

sur la somme totale des aires. 

 

Jaworska et al. (2003) comparent les deux méthodes et mettent en évidence leur manque de 

corrélation. La fiabilité de la première méthode semble dépendre à la structure de 
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l’échantillon tandis que la seconde semble plus cohérente (Osorio-Madrazo et al. 2010). 

 

III.4. Caractérisation des propriétés thermiques 

III.4.1. Analyse thermogravimétrique (ATG) 

Le principe de cette méthode repose sur la stabilité thermique des produits. L’échantillon est 

déposé dans une coupelle préalablement pesée. Elle est introduite dans un four, chauffé 

progressivement par induction. Le poids est mesuré régulièrement pour suivre la perte de 

masse en fonction de l'augmentation de la température. 

 

L'ATG s'applique aussi bien à des composés purs qu’hétérogènes. Pour cette étude, les 

produits analysés sont la matière première, l’exosquelette de crevettes lavé, séché et broyé 

finement (<1 mm), la chitine commerciale (Mahtani), la N-acétylglucosamine, la glucosamine 

et le chitosan commercial (Sigma). Enfin, les produits issus d’hydrolyses enzymatiques sont 

analysés, à la fois les fractions solubles et insolubles. La partie insoluble, contenant la chitine, 

est analysée soit brute soit traitée par nettoyage chimique (NaOH 1,25 M, 1 h à 90 °C). Cette 

étape réduit efficacement la teneur en protéines et sensiblement la teneur en minéraux. Elle 

permet donc d’obtenir une chitine purifiée si la teneur en minéraux du produit est faible. 

 

L’appareil utilisé est le modèle TGA 2050 de TA Instruments. Les échantillons sont pesés sur 

une nacelle en alumine préalablement pesée. Le dispositif général de l’ATG est représenté par 

la figure II.5. Le programme de la montée en température est le suivant : 

→ montée en température initiale de 10 °C/min jusqu’à 125 °C 

→ 10 min de stabilisation thermique à 125 °C 

→ 1 °C/min jusqu’à 700 °C sous azote 

→ 10 min de stabilisation thermique à 700 °C. 

 
Fig.II.5 : Dispositif d’analyse thermogravimétrique (Source Web, Wikipedia) 
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L’ATG est réalisée sous azote afin d’éviter l’oxydation des produits (Gartner & al. 2010). Les 

résidus secondaires produits sous azote sont carbonés tandis que l’oxygène produit des gaz 

simples (Aggarwal et Dollimore, 1998). 

 

III.5. L’analyse élémentaire 

L’objectif de l’analyse élémentaire est de déterminer les proportions massiques de chaque 

élément organique d’un produit. Cette analyse peut être utilisée pour caractériser un produit, 

notamment la chitine et ses dérivés. Schimmelmann (2011) a largement étudié les proportions 

de carbone, d’azote et d’oxygène dans de nombreux arthropodes, terrestres et marins, dans 

différents écosystèmes. La répartition varie selon l’origine et les caractéristiques de la source. 

 

Plusieurs dispositifs existent, celui utilisé dans cette étude est un analyseur élémentaire de 

type Flash EA 1112 NC (Interscience, Pays-Bas). Son principe repose sur une analyse 

chromatographique des gaz produits par une combustion de l'échantillon à très haute 

température. Chaque atome, par réactions d’oxydoréductions en présence de catalyseur, est 

libéré sous forme moléculaire unique et analysé par un détecteur TCD. Les échantillons sont 

introduits dans un passeur d'échantillon automatique MAS 200R. La programmation et 

l'enregistrement des résultats sont entièrement contrôlés par le logiciel Eager 300. La prise 

d'essai est de 1 à 3 mg d’échantillon sec. Elle est pesée dans une micro-coupelle en étain, 

placées en étuve à 70 °C une nuit, avant l'analyse. 

 

III.6. Colorimétrie 

L’intensité de la coloration des produits obtenus a été observée par un spectrocolorimètre 

CM-2500d, de source de lumière D65, à 10 °C (Konica Minolta). La calibration repose sur le 

blanc et le noir. D’après les recommandations de la Commission Internationale de l’Eclairage 

(CIE, 1976) les facteurs de réflexions L
*
, a

*
 et b

*
 sont mesurés de 400 à 700 nm. L

* 
traduit la 

clarté de la lumière (L
* 

= 0 pour le noir et L
* 

=100 pour le blanc). Les valeurs a
*
 et b

* 

indiquent respectivement l’intensité vers le rouge et de jaunes lorsqu’elles sont positives et 

vers le vert et le bleu lorsqu’elles sont négatives (Valente et al. 2011). Le facteur WI indique 

également l’intensité vers le blanc. 

 

 

IV. Application, comparaison et sélection des méthodes 

La littérature propose de nombreuses méthodes pour mesurer le degré de pureté en chitine et 

son degré d’acétylation. La majorité d’entre elles nécessitent une étape préalable de séparation 

de la chitine des protéines. Cette opération est délicate et des écarts de résultats sont observés 

en fonction des méthodes employées. Comparer et établir quelles sont les méthodes les plus 

pertinentes a été une priorité de ce travail de thèse. Pour cela, elles ont été appliquées à la 

matière première, aux produits commerciaux ou aux produits d’hydrolyse enzymatique. 
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IV.1. Composition de la matière première 

Suite au séchage à froid de la matière première (Cf. I.1), la teneur en eau est comprise entre 

10 et 20 %, quelle que soit la granulométrie des fragments. Pour la suite de l’étude, les teneurs 

de chaque composé, seront exprimées en pourcentage de produit sec. 

 

La quantité de cendres, déterminée par l'incinération, varie de 19 % à 28 % (en poids sec), 

selon des lots de matière première. La moyenne est de 24,2 ± 0,7 %. Les teneurs en lipides et 

résidus glycosidiques totaux sont respectivement de 3,6 ± 0,4 % et 2,7 ± 0,2 %. 

 

IV.1.1. Quantification des protéines 

La teneur en protéines s'est distinguée par une très forte variation selon la méthode employée 

(Tab.II.5). La proportion de protéines est estimée à 36,7 ± 0,1 % ; 14,8 ± 1,1 % ; 30,3 ± 4,0 % 

et 42,9 ± 2,9 % par le dosage de Lowry, au BCA, par CPG et par la méthode Kjeldahl 

respectivement. 

 

Méthodes Lowry BCA CPG Kjeldahl 

Nb d'exp (en triplicat) 2 6 2 4 

Moyenne ± écart-type 36,7 ± 0,1 % 14,8 ± 1,1 % 30,3 ± 4,0 % 42,9 ± 2,9 % 

Tab.II.5 : Résultats de la teneur en protéines – comparaison des méthodes 

Lors de la description des méthodes, les limites de chacune ont été soulevées. Le dosage par 

Kjeldahl est indirect. Il doit tenir compte de l’estimation de la quantité de chitine et des 

coefficients de conversion entre la proportion d’azote associée aux protéines d’une part et à 

celle associée à la chitine d’autre part. Des interférences biaisent le dosage au BCA et dans 

une moindre mesure le dosage de Lowry. Enfin le dosage des acides aminés par CPG sous-

estime la quantité de protéines totale car tous ne sont pas détectés par cette méthode. 

Cependant, il est possible d'estimer la proportion manquante par comparaison avec une 

méthode de référence. 

 

Une analyse de la composition en acides aminés a été réalisée par un laboratoire extérieur, 

Lareal (Saint-Nolff, 56). Ces résultats ont été comparés à ceux obtenus au laboratoire STBM 

(Tab II.6). 

 

La méthode employée par le laboratoire Lareal ne détecte pas la quantité d'alanine, 

contrairement à celle du laboratoire STBM. Il faut également tenir compte des incertitudes 

liées aux mesures et à l'hétérogénéité de la matière première. L'écart-type atteint jusqu’à 

4,0 g/100 g au laboratoire STBM et 0,2 g/100 g au laboratoire Lareal. Par conséquent, les 

différences de quantités en acides aminés observées entre les deux méthodes ne sont pas 

significatives. 
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Acides aminés STBM Lareal 

 g/100g (poids sec) % (∑acides aminés) g/100g (poids sec) % (∑acides aminés) 

Arginine 
Alanine 
Glycine 
Valine 
Leucine 
Isoleucine 
Thréonine 
Sérine 
Proline 
Aspartique ac. 
Méthionine 
Glutamique ac. 
Phénylalanine 
Lysine 
Histidine 
Tyrosine 
Cystéine 
hydroxyproline 
Tryptophane 
SOMME 

/ 
3,05 
2,79 
2,10 
2,45 
1,48 
1,64 
1,16 
2,57 
3,81 
0,22 
5,26 
2,40 
0,73 
0,00 
0,61 
0,00 

/ 
/ 

30,27 

/ 
10,1 
9,2 
6,9 
8,1 
4,9 
5,4 
3,8 
8,5 

12,6 
0,7 

17,4 
7,9 
2,4 
0,0 
2,0 
0,0 
/ 
/ 

100 

2,25 
/ 

2,62 
1,98 
1,98 
1,26 
1,59 
1,87 
2,32 
3,48 
0,47 
4,56 
1,94 
1,62 
0,90 
1,59 
0,32 
<0,2 
0,23 

31,18 

7,2 
/ 

8,4 
6,4 
6,4 
4,0 
5,1 
6,9 
7,4 

11,2 
1,5 

14,6 
6,2 
5,2 
2,9 
5,1 
1,0 
0,6 
0,7 
100 

Tab.II.6 : Composition en acides aminés dans la matière première – comparaison entre laboratoires 

Au regard de la comparaison entre ces deux analyses (Tab.II.6 et Fig.II.6), chacune est 

incomplète. Le laboratoire Lareal quantifie mieux la cystéine et la méthionine (les acides 

aminés soufrés), le tryptophane, l’histidine et l'arginine, contrairement au laboratoire STBM. 

L'arginine représente plus de 7 % des acides aminés, tandis que les autres acides aminés 

précédemment cités sont moins présents, entre 1 et 3 %. À l’inverse, l’alanine n’est pas 

détectée par le laboratoire STBM, alors qu’elle représente près de 10 %. En complétant 

l'analyse de Lareal par les résultats du laboratoire STBM pour l’alanine, la somme d’acides 

aminés atteint 34,2 g/100 g. Cette quantité est encore sous-évaluée. Par exemple, les acides 

aminés soufrés ne supportent pas l’hydrolyse acide, un traitement par l’acide performique 

serait mieux adapté selon Armenta et Gueretto-Lagarreta (2009). 

 

Fig.II.6 : Composition en acides aminés de l'exosquelette de crevette – comparaison par laboratoires 

Le tableau II.6 et la figure II.6 illustrent les différences de quantité entre chaque acide aminé 

dans les exosquelettes de crevettes. L’acide glutamique et la glutamine regroupés, ainsi que 
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l’acide aspartique avec l’asparagine, sont majoritaires. La méthionine et la cystéine sont 

minoritaires, rappelons cependant que les deux méthodes les sous-estiment. Fall (2011) révèle 

la présence de 1,5 % de taurine et 0,2 % d’ornithine dans la chair de crevette nordique. 

Cependant, la composition dans les carapaces est différente. Armenta et Guerrero-Legarreta 

(2009) mesurent 2,0 % de taurine dans la carapace de P. vannamei.  

 

Percot et al. (2003) déterminent également la composition en acides aminés de coproduits de 

crevettes Parapenaeopsis stylifera. Leurs mesures sont du même ordre de grandeur que la 

composition de l’exosquelette de P. vannamei, excepté pour la leucine et l'isoleucine.  

 

Bien qu’il sous-estime la quantité de protéines, le dosage par la CPG est une méthode qui ne 

nécessite pas de séparation préalable de la chitine, contrairement aux autres méthodes. De 

plus, ce dosage ne subit pas interférences. Enfin, il apporte des informations complémentaires 

sur la nature des acides aminés qui composent la fraction protéique. Par conséquent, cette 

méthode est sélectionnée pour estimer la quantité de protéines à minima. En tenant compte de 

cette sous-estimation et des données de la littérature (Shahidi et Synowiecki, 1991 ; 

Synowiecki et Al-Khateeb, 2003 ; Valdez-Peña et al. 2010 ; Gartner et al. 2010), la proportion 

de protéines dans la matière première est estimée proche de 40 %. Ceci signifie qu’un facteur 

de conversion de 1,17 % relie le dosage par CPG à la valeur dite « réelle ». 

 

IV.1.2. Caractérisation complète de la composition de la matière première 

Pour déterminer la teneur en chitine, plusieurs méthodes ont été appliquées et comparées. 

Généralement, la méthode privilégiée est par la gravimétrie, grâce à l'extraction chimique. Ce 

protocole a fait l'objet d'une mise au point, afin de maximiser l’élimination des protéines et 

minéraux, tout en limitant la perte en chitine. Il est adapté spécifiquement aux exosquelettes 

de crevettes P. vannamei. Par cette méthode, la quantité de chitine se situe autour de 28,2 % 

(n = 3, chacun en triplicat). D’autres méthodes de quantification de la chitine seront décrites 

et appliquées aux produits d’hydrolyse enzymatique au cours des sections suivantes. 

 

Le tableau II.7 synthétise et dresse la répartition de la composition de la matière première. 

 

Constituants Protéines Chitine Minéraux Lipides Oses totaux C/N 

Gamme 
Moyenne 

30 à 50 % 
40 % 

24 à 32 % 
28,2 % 

19 à 28 % 
24,7 % 

/ 
3,6 % 

/ 
2,7 % 

 
4,3 

Tab.II.7 : Composition globale des exosquelettes de crevette P. vannamei 

Les compositions déterminées par des études similaires (Shahidi et al. 2003 ; Waldeck et al. 

2006 ; Kurita, 2006) montrent également une grande variabilité des proportions. Elles varient 

en fonction des espèces, de l’âge, du genre et peuvent fluctuer en fonction des saisons et des 

conditions environnementales. 

 

L’identification de la nature des minéraux et leur quantification n’a pas été nécessaire pour 

cette étude. Ces informations sont parfois évoquées (Percot et al. 2003 ; Cho et al. 1998). 

L’analyse élémentaire indique que l’élément majoritaire est le calcium (15,3 à 30,5 % en 
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poids sec), le second est le magnésium (1,0 à 2,0 %), le reste est constitué de traces de 

phosphore, sodium et potassium (Tolaimate, 2003). 

 

Composition par catégorie de taille 

Pour les besoins des expériences à suivre, les cuticules de crevettes sont broyées et triées par 

catégorie de taille. L’influence de la taille des fragments sur la composition de la matière 

première a été vérifiée. Deux tamis de 2,5 mm et 1 mm séparent les fragments. La figure II.7 

présente la composition des fragments. Au regard de leurs variances, les compositions des 

deux catégories de taille de fragments ne sont pas significativement différentes. Toutefois, la 

part de minéraux semble plus élevée parmi les gros fragments. Pour cette catégorie, la 

variance est plus importante, tous composés confondus. Ceci s’explique du fait que le tamis 

de 2,5 mm retient des fragments plus hétérogènes. 

 
Fig.II.7 : Principaux composés présents dans la matière première en fonction de la catégorie de taille (n > 3) 

Ces résultats ne remettent pas en cause la composition générale de la matière première. Bien 

que faibles par rapport à la moyenne en minéraux et en protéines, les proportions de ces 

échantillons respectent la gamme présentée dans le tableau II.7. Elles montrent également 

l’hétérogénéité du substrat, notamment pour les plus gros fragments. 

 

IV.2. Composition des produits commerciaux 

Les méthodes de caractérisation de la composition sont appliquées à la chitine commerciale, 

sur trois références différentes (Tab.II.8). 

 

Fournisseurs Extrait sec (%) Cendres (%) Protéines (%) Osamines (%) Couleur 

France Chitine 
Sigma 
Mahtani 

96,4 ± 0,1 
95,3 ± 1,7 
97,1 ± 0,3 

2,7 ± 0,1 
0,5 ± 0,4 
4,2 ± 0,0 

0,9 ± 0,2 
0,2 ± 0,0 
0,9 ± 0,1 

70,7 ± 2,9 
71,0 ± 5,7 

/ 

Crème 
Blanc 
Ivoire 

Tab.II.8 : Comparaison des compositions de la chitine commerciale (% en poids sec) 

Le tableau II.8 indique que la teneur en eau atteint jusqu’à 5 %, celle des protéines est 

inférieure à 1 % et celle des cendres varie d’un produit à l’autre. Le dosage des osamines, 

incluant la glucosamine qui constitue la chitine, a été testé pour estimer le taux de pureté du 
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polymère. Les teneurs mesurées se situent autour de 70 %. Ces résultats sont supérieurs aux 

rendements obtenus dans les travaux de Plassard et al. (1983) sur des ectomycorhizes
16

, dont 

les teneurs étaient comprises entre 50 et 60 %. Au contraire ces résultats sont inférieurs aux 

teneurs atteintes par Rao (1987), dont le rendement avoisine les 90 %. En effet, les études de 

Chen (1983) expliquent que l’hydrolyse acide occasionne la perte d’unité de NacGlu et Glu. 

Cette dégradation a été estimée entre 7 et 10 %. Bien que les produits analysés présentent une 

pureté de plus 95 %, les résultats des teneurs en osamines montrent une perte de plus de 10 %. 

De plus la reproductibilité de la technique s’est révélée peu précise. Par conséquent, ce dosage 

n’a pas été retenu pour estimer le taux de pureté. 

 

IV.3. Composition des produits de l’extraction enzymatique 

IV.3.1. Les résidus insolubles de la cinétique de référence 

Afin d’expliquer la démarche méthodologique de caractérisation des produits d’hydrolyse 

enzymatique, nous prendrons comme exemple la cinétique d’extraction par 25 % de pepsine 

(par rapport à la quantité de protéine dans la matière première) à 40 ± 1 °C, 6 h en étuve. 

 

La figure II.8 présente l’évolution au cours du temps des quantités résiduelles de minéraux et 

de protéines dans la fraction insoluble. 

 

 
Fig.II.8 : Cinétique d’hydrolyse enzymatique (25 % de pepsine/prot – 40 °C – taille < 1mm) 

Les cinétiques d’élimination des minéraux et des protéines sont mises en évidence. Le produit 

solide final, à 6 h d’hydrolyse, se caractérise par la présence de 3,5 g et 0,3 g (pour 100 g de 

produit) de protéines et minéraux résiduels respectivement. D’après la composition de la 

matière première en protéines et en minéraux, leur degré d’élimination atteint respectivement 

91 % et 99 %. La cinétique de déminéralisation semble plus rapide que la cinétique de 

déprotéinisation (Cf. Chapitre 3). Pour estimer la quantité de chitine, deux méthodes sont 

comparées : 

                                                 
16
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(a) d’après le bilan massique. Si la partie insoluble est composée uniquement de protéines, 

de minéraux et de chitine. Dès lors que les quantités de protéines et de minéraux sont 

connues, celle de la chitine peut être déduite. Cette méthode est valable en considérant que la 

quantité des autres composés (les glucolipides, glucoprotéines ou lipides résiduels) est 

négligeable. La partie « autres » de la figure II.8 équivaut alors à la quantité de chitine dans le 

produit. Cependant, le graphique montre que l’hypothèse n’est pas valable pour les durées 

courtes d’hydrolyse. L’évolution de la teneur en lipides est difficile à suivre en raison de leurs 

faibles quantités par rapport à l’importance de l’écart-type. Dès 10 min d’hydrolyse, la teneur 

en lipide dans le résidu solide est de 1,8 % et elle atteint, jusqu’à 0,6 ± 0,4 % pour le produit 

de 6 h d’hydrolyse. La littérature rapporte que les pigments résiduels sont très difficiles à 

séparer (Percot et al. 2003a). Concernant les résidus glycosidiques, du fait de leur taille, ils 

sont rapidement éliminés suite au rinçage et la filtration. Ils n’interfèrent donc pas dans cette 

méthode. La question se pose davantage pour les glycoprotéines. Au regard de la figure II.8, 

la part des « autres » composés se stabilise à partir de 60 min d’hydrolyse. Avant cette durée, 

la composition du résidu solide semble être trop riche en impuretés. La méthode 

s’appliquerait donc aux produits au-delà de 60 min d’hydrolyse et serait d’autant plus légitime 

à mesure que la durée augmente. 

 

(b) la purification par « lavage » au NaOH. Le principe de cette technique repose sur 

l’extraction chimique en considérant que les impuretés majoritaires sont les protéines. L’étape 

de déprotéinisation chimique est appliquée. Un volume 10 fois supérieur de NaOH 1,25 N est 

ajouté à l’échantillon dans un tube placé 1 h à 90 °C. D’après la figure II.8, les protéines sont 

effectivement les impuretés majoritaires. Cependant, les minéraux sont présents en moindre 

mesure. Pour ces produits, la teneur en minéraux est comprise entre 4,8 et 0,9 %. La perte en 

minéraux après le traitement au NaOH est de 29 ± 1 %. La teneur résiduelle en minéraux dans 

les produits « nettoyés » est donc comprise entre 1,4 et 0,4 %. Comme la méthode précédente, 

celle-ci est donc davantage légitime lorsque les produits contiennent peu d’impuretés, c'est-à-

dire pour les produits issus de plus longues durées d’hydrolyse. 

 

La description de ces deux méthodes met en évidence leur limite vis-à-vis de la composition 

des produits. Pour les produits les moins hydrolysés, donc moins purs, l’estimation de la 

quantité de chitine est biaisée. D’autres méthodes sont donc requises pour suivre l’évolution 

du degré de pureté.  

 

IV.4. Estimation du degré de pureté 

IV.4.1. Recoupement par l’analyse élémentaire 

(a) Méthodes de quantification de la chitine et des protéines 

À partir de l’analyse élémentaire, nous disposons des teneurs en azote (Nt) et en carbone (Ct). 

Le rapport C/N est un indicateur courant pour caractériser les produits, à ce titre il figure sur 

les fiches techniques des dérivés de chitine commerciale. La formule de la chitine pure est 

définie par (C8H13NO5)n. Les proportions de carbone et d’azote sont donc de 47,3 % et 6,89 % 

respectivement (pourcentages massiques). Par conséquent, le rapport C/N de la chitine pure 

vaut 6,86 et celui du chitosan de 5,33. 
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Les cuticules de crustacés sont riches en azote, issu à la fois des protéines, de la chitine et de 

ses dérivés. L’analyse élémentaire et les méthodes de type Kjeldahl mesurent l’azote total 

sans distinguer l’azote associé aux dérivés de la chitine (Nq) de celui associé aux protéines 

(Np). L’azote total (Nt) peut être exprimé selon l’équation II.17 : 

 Nt = Np + Nq (II.17) 

Les résidus solides issus de l’hydrolyse enzymatique sont composés de chitine (Q), protéines 

(P) et du reste (K), c’est-à-dire des lipides (L), des matières inorganiques (I) et de l’eau (W). 

L’écriture en teneurs relatives dans ses produits s’écrit (II.18) : 

  100 = Q + P + K (II.18) 

(où K = L +I + W) 

Les facteurs de conversion entre l’azote d’un composé et la quantité dudit composé sont notés 

Cq et Cp pour la chitine et les protéines respectivement. Il est donc possible d’utiliser 

l’expression II.19 : 

  Q = Nq*Cq (II.19) 

dans II.17 : 

  Nt = P/ Cp + Q/ Cp 

et d’en déduire : 

  
qp

qpt

CC

C*100) - K  C(N
Q




  (II.20) 

La même approche est appliquée aux protéines : 

  
pq

pqt

CC

C*100) - K  C(N
P




  (II.21) 

Ces équations sont utilisées par Diaz-Rojas et al. (2006) pour déterminer les teneurs en chitine 

et en protéines. Une précaution doit être prise concernant Cq et Cp qui varient respectivement 

en fonction du degré d’acétylation et de la nature des produits. Cq est compris entre 14,5 

(produit 100 % acétylé) et 12,1 (produit 100 % désacétylé). Généralement, le facteur de 

conversion des protéines, Cp, est de 6,25. Cependant des études montrent qu’il ne convient 

pas à tous les produits, notamment aux produits marins, riches en azote (Gnaiger et Bitterlich, 

2001 ; Diaz-Rojas et al. 2006). Le facteur proposé pour les animaux aquatiques, les algues et 

bactéries est alors de 5,8. D’autres facteurs de conversion sont également présentés, tels que 

5,51 ; 3,59 ; 5,64 ; 3,24 pour les végétaux. Pour les macroalgues, le facteur de conversion 

évoluerait de 3,75 à 5,72 (Gonzalez Lopez et al. 2010). La figure II.9 illustre la part d’azote 

dans la chitine et les protéines, en tenant compte des variations de Cq et Cp. Pour Cp, l’écart 

étudié se limite de 6,25 à 5,8 (Diaz-Rojas et al. 2006). 
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Fig.II.9 : Variations de teneur en azote pour différents composés azotés (P et Q) 

Pour un produit composé uniquement de chitine et de protéines (K = 0), les équations II.20 et 

II.21 sont simplifiées. L’azote total, en respectant la stœchiométrie, est réparti entre celui de la 

chitine et celui des protéines. Les teneurs des deux composés, peuvent alors être déduites de 

la mesure de l’azote total (Fig.II.10) : 

 
Fig.II.10 : Pourcentage de chitine (Q) et de protéines (P), minimal (---) et maximal (   ) en fonction de Nt 

Les proportions de chitine et de protéines varient entre les droites représentées sur la figure 

II.10, selon les variations de Cq et Cp. Ceci est valable uniquement lorsque K est nul. Pour ces 

écarts de Cq et Cp, l’erreur associée aux proportions de chitine et de protéines peut atteindre 

14 %. Cette approche est utilisée par Diaz-Rojas et al (2006) qui fait l’hypothèse de se 

conformer aux Cq et Cp classiques, 14,51 et 6,25 respectivement. Dans ce cas, deux droites 

uniquement demeurent sur la figure II.10, l’une réciproque de l’autre, dont les équations 

permettent de déterminer la teneur en chitine et en protéines (II.22) : 

 Nt = -0,091*Q + 16 et  Nt = 0,091*P + 6,89 (II.22) 

La même expression sous sa forme littérale et qui tient compte de la présence d’impuretés est 

également développée (II.23) : 
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 (II.23) 

 

La relation II.23 est appliquée aux produits de la cinétique de référence (hydrolyse par 25 % 

de pepsine/protéines à 40 °C), à partir des mesures de Nt fournies par l’analyse élémentaire. 

La quantité de chitine ainsi obtenue est ensuite comparée à celles déterminées par le lavage au 

NaOH et par le bilan massique (Fig.II.11). 

 

Sur le même principe, la relation II.23 devrait être affinée en précisant davantage les facteurs 

Cq et Cp. Par exemple, le facteur Cq peut être confirmé par la détermination du degré 

d’acétylation et Cp peut être précisé par une analyse complète des acides aminés. En effet, la 

teneur en azote Np peut être déterminée via le dosage par CPG, qui fournit la proportion de 

chaque acide aminé. Par connaissance de la composition élémentaire de chaque acide aminé, 

la proportion en azote protéique peut être établie. La teneur en azote total, Nt, étant donnée 

par l’analyse élémentaire, il est possible d’en déduire, par différence entre Nt et Np, la quantité 

en azote Nq. Enfin, on peut déduire la quantité de chitine Q (via Cq = 14,51, car le DA tend 

vers 100 %). Une nouvelle équation est donc établie et également comparée aux précédentes 

méthodes (Fig.II.11). 

Fig.II.11 : Comparaison des méthodes de quantification de la chitine (en rouge, via le bilan massique ; en bleu, 

via le lavage au NaOH ; en vert, via l’analyse élémentaire ; en orange, via le Cp déterminé par CPG) 

La figure II.11 montre trois droites de tendance proches, celles qui correspondent aux trois 

premières méthodes décrites, via le bilan massique, le traitement chimique et l’analyse 

élémentaire (respectivement rouge, bleu et vert). Au regard de la figure II.12, la corrélation 

entre les méthodes est importante car les coefficients R² sont compris entre 0,77 et 0,91. De 

plus, la pente des trois droites est proche de 1 (Fig.II.12).  

 

Par ailleurs, ces trois méthodes s’accordent sur une évolution de la quantité de chitine qui 

varie de près de 28,5 g/100 g à environ 23 g/100 g après 6 h d’hydrolyse enzymatique 

(Fig.II.11). 
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Fig.II.12 : Corrélation entre les méthodes de quantification de la chitine (NaOH= via le traitement chimique, 

Bilan = via le bilan massique, N (AE) = via l’analyse élémentaire, Naa = via la composition en acides aminés 

Pour la dernière méthode, qui exploite à la fois l’analyse élémentaire et la composition en 

acides aminés pour déterminer précisément le facteur Cp, la quantité de chitine est illustrée en 

orange. La droite de tendance se démarque par des mesures supérieures aux autres méthodes. 

La corrélation avec les autres méthodes est plus médiocre (Fig.II.12). Soulignons que cette 

méthode est plus sensible que les autres. En effet, elle repose sur le calcul de la teneur en 

azote protéique associé à la quantité de chaque acide aminé. Par conséquent, l’écart-type de 

chaque mesure d’acide aminé par CPG s’accumule. De plus, l’ensemble des acides aminés 

n’est pas dosé par la CPG (Cf. section, IV.1.1). Par exemple, l’arginine est absente, ainsi que 

le tryptophane. De plus, l’acide aspartique et glutamique sont respectivement réunis avec 

l’arginine et la glutamine, alors que leur composition élémentaire est différente. Ceci entraîne 

un défaut d’estimation du Np qui se répercute sur Nq. 

 

Pour conclure, on retiendra que le traitement chimique au NaOH, le bilan massique et 

l’analyse élémentaire semblent être des méthodes assez bien adaptées pour estimer la quantité 

de chitine. Néanmoins, d’autres exemples, non présentés ici, ont montré de plus fortes 

disparités (Cf. Chapitre 3, IV.3.1) Il convient donc d’être prudent, notamment lorsque les 

produits sont les moins purifiés. 

 

Enfin, l’évolution des droites de la figure II.11 suggère une faible perte de chitine liée à 

l’augmentation de la durée d’hydrolyse enzymatique (≈ 10 % en 6 h). Ce phénomène sera 

étudié de façon plus approfondie dans le chapitre 4 (section IV.3). 

 

(b) Méthodes indirectes d’estimation de la pureté en chitine 

Le rapport C/N constitue un indicateur complémentaire qui présente l’avantage d’estomper 

l’éventuelle hétérogénéité de la composition des produits en s’affranchissant des impuretés (si 

elles ne comportent ni carbone, ni azote). Le rapport C/N des protéines est théoriquement 

compris entre 0,7 et 8,5, tandis que celui de la chitine pure est de 6,9, puis tend vers 5,3 lors 
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qu’elle est convertie en chitosan. Donc, la gamme des rapports C/N des protéines couvre celle 

des dérivés de la chitine. Cependant une tendance peut être observée au fur et à mesure de 

l’hydrolyse par la pepsine (Fig.II.13) : 

 

 
Fig.II.13: Evolution du rapport C/N en fonction de la durée d’hydrolyse enzymatique (25 % pepsine, 40 °C) 

La figure II.13 dévoile une augmentation du rapport C/N à mesure que l’hydrolyse progresse. 

Les valeurs de la cinétique atteignent 5,73 à 6 h et tendent vers 6. À la fin de la réaction, le 

rapport C/N est inférieur à celui de la chitine pure. Ce rapport correspond aussi bien à celui 

d’un chitosan que d’un mélange de chitine et de protéines. Cependant, il est davantage 

conforme aux objectifs. 

 

IV.4.2. Recoupement par l’analyse thermogravimétrique 

L’analyse thermogravimétrique est appliquée aux produits d’hydrolyse enzymatique comme 

outil de caractérisation. Cette approche originale se base sur les différences de comportements 

thermiques des principaux constituants des carapaces de crevettes. L’objectif de cette partie 

de l’étude est de comparer l’ATG avec les méthodes d’estimation de la quantité de chitine et 

du degré de pureté. L’augmentation de la température entraîne des modifications de la 

structure des molécules et des pertes de masse, associées à leur volatilisation. Chaque 

composé est caractérisé par une stabilité thermique spécifique, il peut donc être identifié. Les 

principaux composés rencontrés dans nos produits sont l’eau, les minéraux, les protéines et la 

chitine. 

- l’eau s’évapore entre la température ambiante et 105 °C. L’élimination complète et 

rapide de l’eau nécessite une température plus élevée, environ 125 °C, à cause de 

fortes liaisons avec les autres composés ; 

- les minéraux sont les plus résistants aux fortes températures, ils constituent une masse 

résiduelle lorsque l’ATG s’achève à 700 °C ; 

- les polymères, tels que la chitine ou les protéines, se décomposent sur une large 

gamme de température en fonction de leur structure. 

 

L’augmentation de la température conduit à des modifications de structure des composés 
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initialement présents dans le produit. Ceci conduit à la production de dérivés secondaires, 

eux-mêmes dégradés thermiquement à une température plus élevée. Aggarwal & Dollimore 

(1998) considèrent la décomposition des polymères en deux étapes. La première correspond à 

une combustion gazeuse flamboyante et la seconde à une combustion incandescente durant 

laquelle les résidus carbonés, issus de l’étape précédente, sont dégradés. Pour Marcilla et al. 

(2009) la première étape est dite de « dévolatilisation » car la décomposition des produits 

conduit à la production de matière volatile (dioxyde de carbone, hydrocarbures, oxyde de 

carbone, hydrogène). Tandis que l’étape suivante est la dégradation des dérivés secondaires 

carbonés solides. La première décomposition gazeuse serait associée à la décomposition des 

liaisons hydrogènes et des groupes C=O et C-N, suivie de la dépolymérisation thermique par 

dégradation des liaisons C-CO et condensation (Mosquera et al. 1994). 

 

La dégradation des protéines se situerait à une température inférieure à celle de la dégradation 

de la chitine (Alonso et Vega, 1990 ; Zhou et al. 2010). Cependant, les auteurs ne sont pas 

unanimes sur la délimitation des plages de température de dégradation. Elles dépendent des 

caractéristiques des échantillons et des paramètres de mesure, tel que le type d’atmosphère 

dans l’appareil et la vitesse de montée en température. Zheng et al. (2003) montrent que les 

protéines de soja seules commencent à être dégradées à une température inférieure à celle de 

la chitine tandis que les mélanges chitine-protéines-glycérol (pour réaliser des bioplastiques) 

réagissent différemment. Protéines et chitines partagent certains groupes et des liaisons 

similaires, tels que les C=0 et NH, ce qui peut expliquer une décomposition sur des plages 

thermiques communes. 

 

Les travaux d’Alonso évoquent l’existence d’une seconde plage de dégradation thermique, 

entre 420 et 560 °C, qui correspondrait à la dégradation commune de composés secondaires 

de polysaccharides et de protéines (Alonso & Vega 1990). Amorim et al. (2004) montrent que 

les plages de dégradation de l’amidon et des protéines se chevauchent. Marcilla et al. (2009) 

évoquent des plages de dégradation thermique communes aux protéines et aux 

polysaccharides pariétaux des microalgues, tandis que les lipides seraient dégradés à une 

température plus élevée. Le tableau II.9 compare les plages de température de dégradation 

thermique des protéines et de la chitine, selon les auteurs : 

 

 Élimination des protéines Élimination de la chitine 

Alonso, 1990 180 à 280 °C et 420 à 560 °C 280 et 360 °C 
Gartner, 2010 Pic à 316 et 511 °C (papaïne) Pic à 327 et 500 °C 
Marcilla, 2009 180 à 400 °C et 400 à 760 °C  
Romano, 2007 ; Zhou, 2010 50 à 270 °C 270 et 600 °C 

Tab II.9 : Comparaison de plages de dégradation thermique de la chitine et des protéines selon les études 

Selon l’étude de Pawlak et Mucha (2003), la première étape de dégradation thermique du 

chitosan correspond à la formation de nouvelles liaisons intermoléculaires après la destruction 

de groupes amines. Ces nouvelles liaisons sont elles-mêmes dégradées lors de la seconde 

étape (Tang et al. 2005). 

 

Quatre profils ATG appliqués à nos produits ont été comparés. Chacun est associé à une durée 

d’hydrolyse différente, et par conséquent à un degré de pureté différent. Ils sont nommés MP 
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la matière première, P180 le produit d’hydrolyse de 180 min, P360 le produit d’hydrolyse de 

360 min et PP ce même produit purifié par lavage au NaOH. 

 

Les profils ATG ont été obtenus par le programme suivant : tout d’abord, un palier de 

stabilisation thermique de 10 min a été appliqué à 125 °C, puis la température est élevée à 

vitesse constante de 1 °C/min. Une ultime étape de stabilisation thermique est enfin appliquée 

à 700 °C afin d’assurer l’élimination complète des composés organiques. La figure II.14 

illustre les profils ATG des quatre produits de différents degrés de pureté et le tableau II.10 

résume les caractéristiques de leurs comportements thermiques. 

 

 
  

MP (cuticule de 
crevettes) 

P180 
(180min) 

P360 
(360min) 

PP (lavage chimique 
de P360) 

1
er

 pic caractéristique 340 °C 295 °C 298 °C 315 °C 

Plage 1 : masse perdue 42 % 56 % 60 % 70 % 

Plage 1 : étendue T° 196 °C 130 °C 110 °C 98 °C 

Plage 2 : masse perdue 28 % 42 % 38,50 % 29 % 

Plage 2 : étendue T° 280 °C 272 °C 325 °C 370 °C 

Plage 3 : masse perdue 10 % / / / 

Tab.II.10 : Caractéristiques des comportements thermiques des produits de différents degrés de pureté 

Les plages de température de chaque étape sont délimitées par les flèches sur la figure II.14. 

Elles correspondent à une vitesse de perte de masse minimale liée à la fin d’un processus de 

dégradation. On considère le démarrage de la perte de masse lorsque le seuil de 99 % est 

dépassé. 

 

 
Fig.II.14 : Thermogramme de produits de différents degrés de pureté (1 °C/min) 

Le comportement thermique général des quatre profils (Fig.II.14) montre un décalage des pics 
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de dégradation (TabII.10). La matière première présente trois pics à 340 °C, 525 °C et 613 °C. 

On peut distinguer trois étapes. Au cours de la première, le produit perd 42 % de sa matière, 

les protéines et la chitine sont dégradées en résidus secondaires. À la fin de l’étape suivante, 

autour de 550 °C, 28 % du poids est éliminé. La dernière étape s’achève vers 620 °C, 

température à laquelle il ne reste que les minéraux. Les 10 % de matière éliminée lors de la 

dernière étape correspondent probablement aux résidus secondaires des protéines. Cette ATG 

est similaire à celle décrite par Gartner et al. (2010), appliquée à la même matière première. 

 

P180 et P360 présentent des pics à 295 °C et 298 °C respectivement. À la première étape, 

P180 perd 56 % de masse entre 200 et 330 °C, tandis que P360 en perd 60 % entre 207 et 

317 °C. Le pic de dégradation thermique du produit PP se situe à 315 °C et 70 % du poids est 

éliminé entre 232 et 330 °C. 

 

Les quatre profils ATG sont confrontés aux résultats préalablement acquis par l’analyse de la 

composition des produits. Le tableau II.11 décrit ces compositions. Le degré de pureté 

augmente de 30 % dans la cuticule de crevette (moyenne estimée à partir de 4 échantillons) à 

plus de 99 % dans le produit PP. 

 

  MP (cuticule 
crevettes) 

P180 
(180 min) 

P360 
(360 min) 

PP (lavage chimique de 
P360) 

Résidus ATG (%) 19,6 1,7 1,3 1,0 

Minéraux (%) 19-28 1,5 0,7 0,2 

Protéines (%)* 30-50 16,5 10,3 0,3 

D° de pureté (%)** ~ 30 82 93 99 

Tab.II.11 : Composition des produits de différents degrés de pureté (estimation par *CPG, **lavage au NaOH) 

Un décalage du démarrage de la première étape est observé. Elle commence dès 146 °C pour 

MP, à 200 °C et 207 °C pour P180 et P360 respectivement. La perte de matière du produit PP 

ne commence qu’à partir de 232 °C. On note que la température initiale de perte de masse est 

d’autant plus retardée que le produit est pauvre en protéines. Ce qui confirme les observations 

d’études antérieures (Alonso et Vega, 1990). Le tableau II.10 montre également que la plage 

de température de la première étape est d’autant plus courte que l’échantillon est pauvre en 

protéines, tandis que la quantité de matière éliminée lors de cette étape augmente. La figure 

II.15 représente les mesures des quantités de masse perdues à la première étape en fonction 

des quantités de protéines dans l’échantillon. 
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Fig.II.15 : Relation entre la perte de masse de la 1

ère
 étape et la quantité de protéines 

Un autre produit a été ajouté, il s’agit de P30 (34 % de protéines après 30 min d’hydrolyse). 

Une régression linéaire décrit convenablement, sur le domaine observé, le lien entre la 

quantité de masse perdue lors de la première étape et la quantité de protéines dans 

l’échantillon. Compte tenu des incertitudes de mesures liées à l’hétérogénéité des produits, le 

R² observé, de 0,93, est satisfaisant. La première étape est donc fortement liée à la 

décomposition d’une partie des protéines en dérivés carbonés secondaires. 

 

Un lien est établi entre la plage de température de la première étape de décomposition, la 

quantité de protéines et l’estimation du taux de pureté par lavage au NaOH (Fig.II.16). 

 

 
Fig.II.16 : Relation entre l’estimation du taux de pureté et la quantité de protéines résiduelles d’une part et 

l’étendue de la première plage de température de décomposition d’autre part 

D’une part, l’estimation du degré de pureté, via le traitement chimique des produits, repose 

précisément sur l’élimination des protéines. On retrouve donc une corrélation linéaire élevée 

entre le degré de pureté et la quantité de protéines résiduelles. D’autre part, une bonne 
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corrélation linéaire est également observée entre le degré de pureté et l’étendue de la plage de 

décomposition thermique de la première étape. La présence de protéines résiduelles allonge 

cette étape de décomposition thermique. 

 

L’ATG ne permet pas la quantification directe des protéines et de la chitine. Un modèle 

pourrait être envisagé pour déterminer la quantité de protéines à partir de l’étendue de la 

première plage de dégradation thermique. Cependant il devra alors tenir compte d’autres 

paramètres, tels que le DA et DP, qui modifient certainement les comportements thermiques 

des polymères. En revanche, l’ATG se révèle être un bon outil pour comparer la présence ou 

non de protéines entre deux échantillons de chitine. 

 

IV.4.3. Recoupement par RMN et FT-IR 

(a) Résonance magnétique nucléaire 

Des mesures de RMN en 
13

C sont effectuées à l’INRA de Nantes (plateforme BIBS), à la fois 

sur la chitine commerciale, considérée comme pure (< 1 %), et la matière première. Le degré 

d’impuretés a été étudié selon deux méthodes. La première a consisté à superposer les 

spectres de RMN (Fig.II.17) et à déterminer le facteur de conversion entre les deux spectres 

(en tenant compte de la différence de masse des prises d’essais). La seconde repose sur le 

rapport entre les intégrations des signaux du carbone CO, à 173,7 ppm, de la chitine 

commerciale et du produit d’hydrolyse. 

 

 
Fig.II.17 : Superposition des spectres RMN 

13
C de la chitine commerciale (Sigma), en bleu, et de la matière 

première, en rouge 

CO 
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Appliqué à l’exosquelette de crevettes, les résultats obtenus sont de 68 % et 60 % pour la 

première et la seconde méthode respectivement. L’erreur est de 2,4 % (rapport signal/bruit). 

La méthode d’analyse de la composition a indiqué précédemment un degré d’impuretés de 

près de 70 % (Cf. Tab.II.7). La première méthode via la RMN 
13

C, qui repose sur la 

différence entre les deux aires, semble donc convenir davantage. La seconde méthode peut 

être perturbée par la présence des CO de la chitine. 

 

(b) Spectroscopie FT-IR 

La même approche a été appliquée par la spectroscopie FT-IR, pour comparer la chitine 

commerciale (Sigma), la chitine obtenue par voie chimique et celle obtenue par voie 

enzymatique. La différence d’aire est calculée entre la référence commerciale et les deux 

autres. 

 

La figure II.18 montre les spectres de FTIR de la chitine commerciale (en bleu), de la chitine 

obtenue par voie chimique (en rouge) et de celle obtenue par voie enzymatique (en vert). 

 

 
Fig.II.18 : Spectres de spectroscopie FT-IR de la chitine commerciale Sigma (en bleu), extraite par voie 

chimique (en rouge) et enzymatique (en vert) au laboratoire. 

Au regard de la figure II.18, il semblerait que la chitine extraite par voie enzymatique soit 

plus pure que celle obtenue par voie chimique tant les similarités sont importantes avec la 

référence commerciale. Cependant, les résultats de l’analyse de leur composition démontrent 

le contraire puisque le produit extrait contient moins de 1 % de protéines et de minéraux 

tandis que celui extrait par voie enzymatique n’atteignait pas ce niveau de pureté (à peine 

60 % de degré de pureté estimé à partir du nettoyage chimique). La présence de protéines 

dans l’échantillon provoque une augmentation d’intensité d’absorbance à des pics communs à 

la chitine, notamment entre 2 800 et 3 500 cm
-1

.  
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Le rapport des aires par rapport au profil de la chitine commerciale, indiquerait le degré de 

pureté en chitine. D’après cette méthode, la chitine extraite par voie chimique serait pure à 

87,3 % et celle extraite par voie enzymatique à 94,7 %. Ces résultats ne concordent pas avec 

l’analyse de la composition, ni avec les résultats obtenus via la RMN 
1
H. 

 

L’inconvénient majeur de la spectroscopie FTIR apparaît lorsque des protéines résiduelles 

sont présentes dans l’échantillon. Elles présentent des groupes en communs avec la chitine. 

Falini et al. (2003) mettent en évidence les bandes spécifiques aux protéines et à la chitine qui 

se chevauchent. Par ailleurs, dans son étude, Furuhashi et al. (2009) ont comparé les spectres 

de protéines pures (la BSA), un mannane et un glucane pur comme polysaccharides. Enfin, 

ces standards sont comparés à la chitine d’exosquelette de crabe. Ils montrent que les bandes 

caractéristiques de la chitine coïncident à la fois avec celles des oses et des protéines. Paulino 

et al. (2006) montrent que certains rendements d’apparence élevés, étaient dus à la présence 

d’impuretés résiduelles, visibles par FT-IR. Les protéines provoquent donc des interférences 

et biaisent l’estimation du degré de pureté en chitine.  

 

IV.5. Estimation du degré d’acétylation 

(a) Résonance magnétique nucléaire 

Les RMN du solide en 
13

C et 
15

N sont parfois utilisées pour déterminer le degré d’acétylation 

(Kasaai, 2010). En 
13

C, elle identifie 8 signaux qui correspondent aux 8 carbones de la chitine 

et du chitosan (Tab.II.2). La seule différence entre la chitine et le chitosan étant située au 

niveau du N-CH3, le DA est calculé de la façon suivante : 

 








]6/1/[100

)](6/1/[100

carbones chaines sprincipale3

6543213

IIDA

IIIIIIIDA

CHN

CCCCCCCHN

 (II.24) 

En 
15

N, les spectres ne présentent qu’un seul signal, directement lié au degré d’acétylation. 

 )/()( amineacétyleNacétylN IIIDA   (II.25) 

Les spectres en 
15

N de la matière première et du produit d’hydrolyse sont présentés en figure 

II.19. 
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Fig.II.19 : Superposition des spectres RMN 

13
C de la chitine commerciale (Sigma), en bleu, et de la matière 

première, en rouge 

Le degré d’acétylation obtenu est de 65,0 ± 5,3 %. Par cette méthode, le temps d’acquisition a 

été très long et le rapport signal/bruit élevé. Le DA observé est faible, ceci tend à confirmer 

qu’en présence d’impuretés protéiques, les RMN du solide 
13

C et 
15

N sont perturbées. En 

effet, les protéines modifieraient les intégrales des signaux (Kasaai, 2010). 

 

La RMN 
1
H est également appliquée à la chitine commerciale selon la technique décrite à la 

section III.1.1. Le spectre résultant de cette analyse est illustré par la figure II.20. 

 
Fig.II.20 :Spectre RMN 

1
H de la chitine commerciale 

Acétone 
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Le degré d’acétylation observé est de 95,5 ± 1,0 %, ce qui correspond à l’ensemble des 

données de la littérature. La mesure est valable uniquement lorsque la production d’acide 

acétique/acétone, issu de la désacétylation de la chitine, est négligeable. D’après la figure 

II.20, la flèche noire montre la faible proportion d’acétone. 

 

(b) Spectroscopie FT-IR 

La spectroscopie FT-IR est également utilisée pour déterminer le degré d’acétylation. Elle a 

donc été appliquée au produit de 6 h d’hydrolyse enzymatique par 25 % de pepsine, à 40 °C 

(Fig.II.21). 

 

 
Fig.II.21 : Spectre FT-IR sur le résidu solide de 6 h l’hydrolyse par 25 % de pepsine à 40 °C, (analyse menée 

par le laboratoire BMM) 

La littérature propose de nombreux rapports de signaux spécifiques à la chitine et au chitosan 

(Tab.II.3) pour déterminer le degré d’acetylation. Pour ce résidu insoluble d’hydrolyse 

enzymatique, le DA atteint près de 82,9 % avec les rapports des intensités I1652/I1070 et 

I1652/I3428. Cette valeur est inférieure aux références de la littérature et au résultat obtenu par 

RMN 
1
H. 

 

IV.6. Estimation de l’indice de cristallinité 

Comme l’explique la section III.3, suite à l’acquisition des données de diffractions aux rayons 

X, une déconvolution est pratiquée sur les spectres obtenus. Cette opération permet de 

distinguer les pics associés aux zones cristallines des zones amorphes. L’analyse est appliquée 

à la chitine commerciale (Fig.II.22). 
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Fig.II.22 : Déconvolution du spectre de diffraction aux rayons X de la chitine commerciale Mahtani 

La technique adoptée pour déterminer l’indice de cristallinité consiste à calculer le rapport 

entre l’aire des pics associés aux zones cristallines sur l’aire totale. L’indice de cristallinité 

atteint donc 53,9 % pour la chitine fournie par Mahtani. 

 

 

V. Conclusion sur le choix des méthodes 

La composition des produits est analysée par les méthodes classiques pour la teneur en eau, en 

lipides et en minéraux. La méthode sélectionnée pour les protéines est le dosage des acides 

aminés totaux par CPG. Bien que cette méthode sous-estime la quantité de protéines, elle 

demeure plus fiable et elle apporte des informations complémentaires sur la composition 

précise en acides aminés. Pour estimer la quantité de chitine, la méthode sélectionnée est la 

gravimétrie suite au traitement de l’échantillon au NaOH. Cette méthode est adaptée aux 

produits dont les protéines constituent l’essentiel des impuretés. Cependant, il est nécessaire 

de la valider par les bilans massiques et/ou l’analyse élémentaire. 

 

Nous disposons également de l’ATG pour valider les résultats observés. Comme les autres 

méthodes, elle ne peut être employée seule pour estimer le degré de pureté en chitine d’un 

produit. Cependant, par comparaison entre produits, elle offre une indication sur leur degré de 

relatif. 

 

La RMN du liquide 
1
H est sélectionnée pour mesurer le degré d’acétylation. Nos produits 

étant composés essentiellement de chitine peu désacétylée, cette méthode convient. Elle est 

préférée à la spectroscopie FT-IR car cette dernière s’est montrée plus sensible à la présence 

des impuretés, notamment des protéines. La présence, ou l’absence, des pics caractéristiques 

de la chitine est utilisée uniquement en tant qu’indice qualitatif. Tandis que la RMN 
1
H s’est 

révélée être davantage reproductible et fiable. Lavertu et al. (2003) rapportent également que 

la RMN 
1
H l’emporte grâce à sa stabilité, sa spécificité et sa robustesse. 

 

L’indice de cristallinité est mesuré via la diffraction par rayons X. La masse molaire, liée au 

degré de polymérisation, est estimée via la viscosité réduite par viscosimétrie à capillaire. Le 

tableau II.12 compare des caractéristiques physico-chimiques de chitines fournies par 

Mahtani et Sigma : 

2θ 
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Tab.II.12 : Comparaison des DA, DP, C/N et ICr entre chitine commerciale 

Le degré de polymérisation de la chitine fournie par Mahtani est plus faible que celui 

généralement exprimé dans la littérature (Pacheco, 2010 ; Ito et al 2000). Cependant, il faut 

souligner l’importance de l’incertitude de mesure, de l’ordre de 0,5*10
5
 g/mol. Le degré 

d’acétylation est conforme aux données que la littérature communique (Cf. Chapitre 1, V.2). 

 

Visuellement, l’aspect général du produit constitue également un critère d’appréciation. Le 

produit obtenu par hydrolyse enzymatique est plus rosé que celui obtenu par voie chimique 

(Fig.II.23) : 

 

 
Fig.II.23 : Comparaison visuelle entre le produit d’extraction chimique (a) et le produit d’hydrolyse 

enzymatique(b) 

La différence de couleur est clairement visualisée sur la figure II.23 et laisse deviner la forte 

présence d’impuretés dans le produit d’hydrolyse enzymatique (5 % de pepsine, 6 h de 

protéolyse et 42 °C, à partir fragments > 2,5 mm). Nous avons observé que la couleur des 

produits de l’hydrolyse enzymatique s’estompait avec le temps, probablement du fait de la 

dégradation des caroténo-protéines. Au contraire, le produit d’extraction chimique présente un 

bel aspect blanc, de texture plastique, convenable pour sa commercialisation. 

 

Fournisseurs DA (%) DP C/N ICr (%) 

Sigma 
Mahtani 

95,5 ± 1 
95,5 ± 1 

 / 
5,7*10

5 
± 0,5*10

5
 

7,0 ± 0,1 
7,3 ± 0,1 

/ 
53.9  

a b 
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I. Introduction 

Comme cela a été décrit précédemment, le principe du procédé d’extraction de la chitine, 

développé dans cette étude, consiste à procéder à la déprotéinisation et la déminéralisation 

simultanément. Cette fusion est permise grâce à une protéase dont l’activité protéolytique est 

optimale à pH acide. Ainsi, l’acidité du milieu réactionnel favorise à la fois la 

déminéralisation et la déprotéinisation. Le chapitre 3 traite des résultats concernant l’effet du 

milieu acide seul, puis les cinétiques d’hydrolyse enzymatique appliquée aux coproduits de 

crevettes. Les facteurs qui influencent les cinétiques de déprotéinisation et de 

déminéralisation sont analysés. Cette étude conduit à une optimisation des conditions 

d’extraction, via un plan d’expérience, et à la modélisation des cinétiques. 

 

II. Le milieu réactionnel acide 

Le protocole mis en place est décrit au chapitre 2.II. L’acide et l’enzyme employés requièrent 

certaines conditions qui vont être détaillées maintenant. 

 

II.1. Choix de l’acide : l’acide phosphorique 

L’acide sélectionné répond à deux exigences : 

- réagir comme tampon avec le CaCO3 présent dans la matière première, 

- permettre la valorisation des composés issus de la phase liquide, notamment en agro-

alimentaire. 

 

L’acide employé pour établir ce protocole est l’acide phosphorique, H3PO4. Il forme avec le 

CaCO3, un tampon autour de pH 2, lorsque l’équilibre stœchiométrique est atteint. De plus, 

l’acide phosphorique est autorisé en agroalimentaire comme d’additif, désigné sous le code 

E338, d’après la nomenclature européenne. La législation qui concerne le H3PO4, est relative 

à son utilisation comme additifs et auxiliaire technologique. Il figure dans la liste des 

substances autorisées dans les matériaux au contact des denrées alimentaires (Journal Officiel 

N°67 du 20/03/2007 texte N°13). Dans l’alimentation, il est limité à 700 mg/l dans les 

boissons non alcoolisées (JO du 02/10/97), à 1 g/l dans les boissons alcoolisées à l’exception 

de la bière et du vin, à 5 g/kg dans les céréales pour petit-déjeuner, à 5 g/kg dans les amuse-

gueules, 1 g/kg dans le surimi, à 5 g/kg dans les pâtés de poissons et de crustacés, à 3 g/kg 

dans les nappages, à 4 g/kg dans les enrobages pour produits carnés et végétaux et à 5 g/kg 

dans les plats spéciaux (JO du 01/08/1998 ; Annexe A). 

 

II.2. Effet de l’acide sur la déprotéinisation et de la déminéralisation 

Avant d’étudier l’hydrolyse enzymatique, l’effet de l’acide ortho-phosphorique (H3PO4) seul 

est analysé. La température est fixée à 40 °C et le ratio d’acide par rapport à la matière 

première est de 5 :1 (v : w). Ainsi le pH est maintenu à 2 et les conditions sont similaires aux 

prochaines hydrolyses enzymatiques. La durée d’acidification varie de 7 à 360 min. Le poids 

final et les quantités résiduelles de minéraux et de protéines sont mesurés sur les produits 
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obtenus. Le premier point à 7 min marque le moment où l’enzyme sera introduite lors des 

prochaines hydrolyses enzymatiques (t0). 

 

La figure III.1 illustre les compositions des produits traités à l’acide phosphorique. Elle révèle 

que la quantité de minéraux diminue rapidement tandis que celle des protéines ne varie pas 

compte tenu de l’écart type des mesures. 

 

 
Fig.III.1 : Composition des produits traités par l’acide phosphorique en fonction du temps 

Après 6 h d’acidification, la quantité résiduelle de minéraux s’approche de 0,5 ± 0,4 g/100 g. 

Celle des protéines résiduelles semble constante, autour de 28,7 ± 3,3 g/100 g pendant toute la 

durée du traitement. L’acidification de 6 h entraîne donc la perte de près de 98,1 % et 28,2 % 

respectivement. 

 

Ceci signifie que l’acide phosphorique dissout convenablement le CaCO3, sans impact sur les 

liaisons peptidiques ni celles qui relient les protéines à la chitine. Moins de 2 % du CaCO3 

initialement présent demeure dans le produit traité 6 h à 40 °C, cette part est probablement 

piégée dans le réseau formé par les protéines et la chitine. 

 

Les concentrations étant calculées pour être en conditions stœchiométriques, on peut émettre 

l’hypothèse que tout l’acide ortho-phosphorique est monopolisé pour réagir avec le carbonate 

de calcium. De plus, l’acidité du milieu implique que les protéines se comportent comme des 

donneurs de protons, au même titre que l’acide phosphorique. La réactivité entre protéines et 

H3PO4 est donc plus faible que celle qui s’opère entre H3PO4 le CaCO3 dissout. 

 

Rappelons que le temps initial de la réaction est compté à partir du moment où l’enzyme est 

introduite dans le milieu réactionnel, soit après environ 7 min d’acidification. De plus, l’effet 

de la taille initiale des fragments d’exosquelettes de crevettes sur l’extraction enzymatique est 

l’un des facteurs étudiés. La composition du substrat à t0 est donc identifiée par catégorie de 

taille : 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

0 50 100 150 200 250 300 350 

R
e

n
d

e
m

e
n

t 
m

as
si

q
u

e
 (

e
n

 g
/ 

1
0

0
g 

 in
it

ia
l)

 

Durée du traitement d'acidification (min)  

poids final minéraux protéines 



III. La protéolyse acide 

99 

 

  < 1 mm 1 à 2,5 mm > 2,5 mm 

Poids (rendement massique) 64 % 71 % 78 % 

Protéines 45 % 49 % 54 % 

Protéines (g/100g) 29 35 38 

Minéraux 10 % 14 % 18 % 

Minéraux (g/100g) 6 10 14 

Tab.III.1 : Composition du substrat à t0 de l’hydrolyse enzymatique 

Le tableau III.1 nous indique la composition de la matière première en fonction de trois 

catégories de taille des fragments d’exosquelette de crevettes. Des différences de rendements 

massiques, protéines et minéraux résiduels sont observées. Cette caractérisation sera utilisée 

pour l’étude des cinétiques d’hydrolyse pour la suite de l’étude (à partir de la section IV). 

 

III. La protéase acide  

III.1. Choix de la protéase : la pepsine 

La pepsine a été identifiée au 18ème siècle, puis elle est étudiée et décrite par T. Schwann en 

1825. L’origine de son nom se réfère à « pepsis », la digestion en grec ancien (Barret et al. 

1998). On distingue les pepsines A, B et C. La pepsine A (ou I dans certaine littérature) est la 

principale enzyme de l’estomac humain, tandis que la pepsine C est une enzyme mineure de 

la digestion. La forme B est caractéristique du porc, c’est la forme généralement utilisée par 

les industries (EC 3.4.23.1) et celle que nous utilisons pour cette étude. Son poids moléculaire 

est de l’ordre de 34,5 KDa. Elle compte 326 acides aminés et sa structure cristalline (Cf. 

Chapitre 1.V.1) est caractérisée par un dimensionnement de a et b = 6,74 et c = 29,01 nm 

avec les angles α et β = 90  et γ = 120  (Cooper et al. 1990). La protéolyse mise en œuvre 

dans cette étude, est suivie d’une filtration à travers des toiles filtrantes, dont la porosité est de 

45 µm. La pepsine peut donc passer dans la phase soluble. 

 

La pepsine est présente dans le système digestif de la plupart des vertébrés, en particulier dans 

le duodénum, où elle est employée à hydrolyser les protéines. Son précurseur est le 

pepsinogène, il est activé dès sa libération en milieu acide (Rao et al. 1998). 

 
Fig.III.2 : Représentation schématique de la pepsine (Source Web, http://dwb4.unl.edu) 

http://dwb4.unl.edu/
http://www.refluxcookbook.com/wp-content/uploads/2010/02/PepsinXmas.jpg
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Cette endopeptidase appartient à la famille des aspartate-protéases, comme d’autres 

cathepsines
17

 et les rénines
18

. Sur la figure III.2, la zone rouge correspond au site actif 

constitué d’aspartates et les zones dorées sont quatre peptides utilisés comme anticorps. 

 

La pepsine est également considérée comme une hydrolase car elle requiert une molécule 

d’eau. Son mode d’action est décrit par la figure III.3 : 

 

 
Fig.III.3 : Mécanisme proposé pour la protéolyse par les aspartate-protéases (Reginald et al. 1974) 

La première étape (a) consiste en deux transferts de protons, ce qui facilite (b) l’attaque 

nucléophile du carbone du carbonyle de la liaison peptidique par l’eau. Puis (c) un résidu 

aspartate accepte un proton de l’un des deux groupes hydroxyle de l’amide déshydraté de la 

liaison peptidique. L’amine libre de la liaison est comblée par un proton donné par un autre 

résidu aspartate (d). 

 

III.1.1. Activité protéolytique 

La pepsine lyse préférentiellement les extrémités N-terminales des acides aminés polaires 

aromatiques, qui sont la phénylalanine, le tryptophane et la tyrosine. 

 

Généralement les conditions de protéolyse par la pepsine se situent entre pH 1,8 et 4,4 et entre 

37 °C et 50 °C (Fig.III.4) : 

 

 
Fig.III.4 : Conditions de pH (A) et T°(B) optimales de protéolyse 

                                                 
17

 Famille de protéases impliquées dans la dégradation de protéines par le lysosome 
18

 Enzyme du rein 
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Néanmoins cette gamme est à nuancer car les conditions optimales de protéolyse sont 

spécifiques à un couple enzyme-substrat donné. L’activité protéolytique est mesurée via 

l’absorbance à 280 nm de la phase soluble, cette mesure est liée à la quantité de tryptophanes 

libérés. L’unité d’activité protéolytique est fonction du temps et de la quantité de protéines 

présentes initialement (Fig.III.4). 

 

La pepsine porcine est inactivée lorsque le pH dépasse 6. Les constantes kcat (constante de 

catalyse dans la relation Vmax = kcat[E]t) et kM (constante de Michaëlis, équivalent la 

consommation en substrat lorsque Vmax = 1/2) caractérisent les réactions enzymatiques 

(Fig.III.5). Le rapport optimal kcat/kM, utilisé comme indicateur, se situe autour de 3,5 (Lin et 

al. 1992), cependant il dépend également du couple enzyme-substrat. Pour l’hémoglobine, le 

pH optimal de la protéolyse est à 2. 

 

 
Fig.III.5 : Modèle selon Michaëlis-Menten, de la vitesse de réaction en fonction de la consommation en substrat 

Outre la pepsine porcine, celles extraites d’estomac de poissons, principalement du thon, ont 

été étudiées. Par exemple (Nalinanon et al. 2010), cette pepsine a été utilisée pour purifier des 

composés protéiques de haute valeur ajoutée, telles que des molécules aromatiques. Ses 

conditions d’activité optimales sont proches de celles de la pepsine porcine, bien que de 

température légèrement plus faible. La cause provient du fait que les poissons sont adaptés 

pour des environnements plus froids. Le rapport kcat/kM de la pepsine de thon, de l’ordre de 

0,6, est inférieur à celui de la pepsine porcine. 

 

La pepsine est déjà employée industriellement en agroalimentaire. Elle est utilisée dans la 

fabrication de boissons et en fromagerie. Son activité protéolytique est également exploitée 

pour éliminer des impuretés protéiques. Furuhashi et al. (2009) l’emploient pour traiter au 

préalable des carapaces de mollusques, avant d’être analysées en spectroscopie IR et 

CP/MAS. Le cas échéant, ces impuretés protéiques interfèrent et biaisent l’analyse. La 

digestibilité de la pepsine vis-à-vis de l’azote a été estimée à 78,9 % par Rehbein et al. (1981) 

sur du krill.  
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III.1.2. Activité chitinolytique 

Ilankovan et al. (2006) montrent que la pepsine possède également une activité chitinolytique 

élevée, c’est-à-dire la capacité à hydrolyser des liaisons glycosidiques. Cette activité conduit à 

la dépolymérisation du polysaccharide. Le substrat des expériences d’Ilankovan et al. (2006) 

est le chitosan. Il est consommé par la pepsine qui le convertit en oligomères de chitosan. Une 

incubation de 24 h à pH 5,4 et 44 °C aboutit à 71,5 % de chitobioses, 19 % de N-acétyl-

glucosamines et 9,5 % de chitotrioses. 

 

 

 
Fig.III.6 : Comparaison sur la chitosanolyse selon 3 protéases différentes, effet de la concentration en enzyme 

(A), du pH (B), de la température (C) et de la concentration en substrat (D), Kumar et Tharanathan 2004 

L’activité chitinolytique est mesurée pour 1 % d’enzyme par rapport à la quantité de chitosan, 

lui-même dissous dans de l’acide acétique à 1 %. La réaction est stoppée par du NaOH 2N, 

jusqu’à neutralité, puis le mélange est centrifugé. Le culot est lavé et dialysé. Enfin les 

groupes à extrémités réductrices sont quantifiés pas HPLC. L’unité est exprimée en 

µmoles/min /mg de protéines initiales. La chitosanolyse optimale a été obtenue avec un pH de 

5,0 et une température proche de 44 °C (Fig.III.6). Avec 4,98 unités, la pepsine de porc 

présente l’activité chitinolytique la plus élevée, par rapport à la papaïne et la pronase (protéase 

extraite de Streptocymes griseus). Cependant, elle reste inférieure à celle d’une chitosanase 

standard, dont l’activité se situe autour de 50,0 unités (Kumar et Tharanathan, 2004). 

 

La chitine, protégée par son groupement acétyle, est supposée être moins sensible à 

l’hydrolyse des liaisons glycosidique par rapport au chitosan. Ce risque devra être vérifié par 

la suite. 

III.2. Les conditions d’hydrolyse par la pepsine pour extraire la chitine 
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III.2.1. Les paramètres du procédé à étudier 

L’accessibilité au site actif de l’enzyme dépend de l’affinité de l’enzyme avec le substrat et 

des conditions du milieu. En effet, l’enzyme reconnaît une structure spécifique mais cette 

structure est sensible à son environnement tel que le pH, la température et l’hydratation.  

 

La pepsine est employée, dans cette étude, pour sa capacité à hydrolyser les liaisons 

peptidiques, et non les liaisons glycosidiques. Le pH optimal de la dépolymérisation se situe 

autour de 5 tandis que celui de la protéolyse se situe autour de 2 (Fig.III.4). Par conséquent, le 

pH du milieu réactionnel, fixé à 2, devrait favoriser la déprotéinisation et non la 

dépolymérisation. 

 

La température optimale de la chitosanolyse est légèrement plus élevée (45 à 50 °C) que celle 

de la protéolyse (40 à 45 °C). Pour éviter le risque de dépolymérisation, il est plus sûr de 

maintenir une température plus faible. Cependant, aucune donnée n’est disponible sur l’effet 

de la température vis-à-vis de la pepsine sur la carapace de P. vannamei. Une variation 

sensible de la température peut favoriser la protéolyse. Cet impact va être étudié dans le cadre 

d’un plan d’expérience. 

 

Le rapport entre la concentration en enzyme et la concentration en substrat est également un 

paramètre déterminant vis-à-vis de l’activité enzymatique. Comme les précédents paramètres, 

le rapport optimal est spécifique à un couple enzyme/substrat. Pour le couple de cette étude, 

pepsine/exosquelette de crevettes, nous ne disposons pas de données. Ce paramètre va donc 

être étudié dans le cadre du plan d’expérience. 

 

Enfin, l’accessibilité au site actif a été évoquée précédemment. Outre la stéréospécificité du 

substrat, elle est liée à la taille des fragments et plus particulièrement à la surface de contact 

disponible entre les fragments de substrat et les sites actifs enzymatiques. Cet aspect doit 

également être étudié pour le couple pepsine/ exosquelette de crevettes, il intègre donc le plan 

d’expérience. 

 

III.2.2. Mise en place d’un plan d’expérience 

 

Fig.III.7 : Représentation schématique d’un plan factoriel complet d’expérience 2
k
  

Le plan d’expérience est un outil indiqué lorsque plusieurs facteurs sont susceptibles 



Chapitre 3 – L’hydrolyse enzymatique en une seule étape par protéolyse acide 

104   

d’influencer un procédé. Son intérêt est d’estimer leurs effets, leurs poids et leurs interactions, 

par un nombre minimal d’expériences. Il existe une vaste gamme de plans d’expériences 

disponibles, qui s’adaptent selon les phénomènes étudiés. Pour cette étude le choix s’est porté 

sur un modèle simple, un plan factoriel complet à deux niveaux, décrit par la formule 2
k
. La 

première étape consiste à établir les bornes du domaine d’étude qui sont les valeurs minimales 

et maximales des facteurs à étudier. Les extrémités du plan sont notées (-1) et (+1). Les 

bornes du domaine peuvent être représentées par les points rouges de la figure III.7. 

 

Les variables étudiées sont la température, la concentration en pepsine par rapport à la 

quantité de protéines dans la matière première et la taille des fragments d’exosquelette de 

crevette P. vannamei. L’effet de la durée d’hydrolyse enzymatique est également suivi. Les 

bornes du plan d’expérience sont décrites par le tableau III.2 : 

 

Durée Température [pepsine]/[protéines] Taille des fragments 

 -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1 
6 h 37 °C 40 °C 43 °C 5 % 10 % 15 % <1 mm  >2,5 mm 

Tab.III.2 : Conditions du plan d’expérience : bornes des paramètres étudiés 

Ce plan d’expérience mise en œuvre est un plan factoriel complet à deux niveaux (2
3
) dont 

chaque expérience correspond à 10 durées d’hydrolyse différentes et indépendantes. Les 

durées sont comprises entre 10 et 360 min. Le plan est complété par trois expériences aux 

conditions moyennes, dites des « points centraux » et notées (0, 0, 0). Ces trois expériences 

permettent d’estimer la variabilité associée aux expérimentations. Le nombre d’expériences 

du plan est défini par la formule (2
3 

+ 3)*10, soit 110 expériences indépendantes.  

 

Les bornes minimales et maximales du plan, notées (-1) et (+1) ont été établies grâce a des 

expériences préalables et à la littérature. La température minimale est fixée à 37 ± 0,5 °C et la 

température maximale à 43± 0,5 °C. Dans ce rapport, nous avons fait le choix d’exprimer la 

concentration en enzyme par rapport à la quantité de protéines dans la matière première. Ceci 

facilite la transposition du procédé à d’autre type de matière première. Pour les bornes (-1) et 

(+1) du plan d’expérience, la concentration est fixée à 5 % et 15 % respectivement. La 

matière première broyée et triée sur des tamis constitue trois catégories de taille de fragments, 

inférieure à 1 mm, supérieure à 2,5 mm et entre ces deux limites. Ces fractions constituent 

respectivement les bornes (-1) et (+1) et le point central (0). La répartition des expériences est 

décrite par le tableau III.3. 

 

Les résultats des expériences, dites « réponses », servent ensuite à établir un modèle sur une 

base polynomiale d’ordre 1 (III.1) : 

  j

N

i

iij

N

ij

N

i

i XXXitYn 


 


1

1 11

0:1   (III.1) 

Une fois le modèle de prédiction établit, il est confronté aux mesures observées grâce à la 

méthode des moindres carrés. 

 

Ce plan d’expérience est conçu pour étudier les caractéristiques de la cinétique de protéolyse 
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acide, en fonction des paramètres qui l’influencent. L’exploitation plus approfondie de ces 

cinétiques sera abordée à la section V. 

 

 Facteurs 

 Température [Pepsine] Taille 

I 

II 

III 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

X 

XI 

+1 

+1 

-1 

-1 

0 

+1 

+1 

-1 

-1 

0 

0 

-1 

+1 

-1 

+1 

0 

-1 

+1 

-1 

+1 

0 

0 

+1 

+1 

-1 

-1 

0 

-1 

-1 

+1 

+1 

0 

0 

Tab.III.3 : Description des conditions du plan d’expérience 

Les réponses du plan correspondent aux analyses de caractérisation décrites au Chapitre 2.II, 

appliquées aux produits issus de chaque expérience (Fig.III.8). Le poids final est mesuré et 

rapporté au poids initial de matière première. Il traduit donc le rendement massique de 

l’extraction. Les principales impuretés liées à la chitine sont les protéines et les minéraux. 

Leur quantité est mesurée via le dosage des acides aminés et par incinération respectivement. 

De plus, elle est rapportée à la quantité initialement présente dans la matière première, afin 

d’en déduire leur degré d’élimination (degré de déminéralisation et de déprotéinisation). La 

mesure des lipides résiduels a été négligée. Elle est rapidement confondue avec l’incertitude 

liée à la méthode. Enfin, le degré de pureté est estimé par deux méthodes, le nettoyage des 

produits par traitement au NaOH 1,25 N et par le bilan massique. Le rapport C/N est 

également analysé et observé. Il constitue un indicateur complémentaire pour confirmer les 

deux précédentes méthodes. 

 

Fig.III.8 : Réponses du plan d’expérience : analyses de caractérisation des produits d’hydrolyse étudiées 

Produit 
d'hydrolyse 

enzymatique 
acide 

Rendement en poids 

Estimation 
du degré 
de pureté 

- purification 
chimique 

- bilan massique 

- analyse 
élémentaire 

Quantité de protéines 
résiduelles (∑aa) 

Quantité de 
minéraux 
résiduels 
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IV. Optimisation de l’extraction de la chitine par hydrolyse 
enzymatique 

IV.1. Résultats du plan d’expérience 

Les résultats bruts du plan d’expérience sont d’abord présentés de la figure III.9 à III.15. 

Entre -7 min et t0, l’évolution des mesures est essentiellement due à l’acidification pendant la 

phase de stabilisation. À partir de t0, les mesures correspondent à la cinétique de l’hydrolyse 

enzymatique par la pepsine sur les exosquelettes de crevettes, selon les conditions du plan 

expérimental (Tab.III.4). 

 

Les expériences aux conditions moyennes (points centraux, en vert) montrent une importante 

variation des résultats. Le rendement massique moyen est de 37,9 ± 1,3 g/100 g. Les degrés 

d’élimination des minéraux et des protéines moyens sont de 97,2 ± 1,6 % et 85,5 ± 2,9 % 

respectivement. Ceci traduit un manque de reproductibilité des expériences. 

 

 +1 -1 0 

Température ■ ● ▲ 

[pepsine] Sans contour Contour  
Taille fragments Bleu Jaune Vert 

Tab.III.4 : Légende des résultats du plan d’expérience 

 
Fig.III.9 : Rendement massique en fonction de la durée d’hydrolyse – Plan d’expérience 

Les rendements massiques, illustrés par la figure III.9, diminuent progressivement de 

71,3 g/100 g à 37,9 ± 1,3 g/100 g pour les points centraux. Comme le tableau III.1 l’exprimait 

déjà, les expériences se distinguent nettement en fonction de la taille des fragments, dès t0. 

Pour les fragments supérieurs à 2,5 mm, la masse du résidu solide est de 78,1 g/100 g et de 

64,4 g/100 g pour les fragments inférieurs à 1 mm. L’écart se réduit au fur et à mesure de 

l’hydrolyse. Après 6 h d’extraction, les moyennes des rendements massiques sont de 39,6 ± 
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4,4 et 34,5 ± 2,6 g/100 g pour les tailles (+1) et (-1) respectivement. Seul l’effet de la taille est 

clairement visible sur la figure III.9. 

 

 
Fig.III.10 : Quantité de minéraux éliminés en fonction de la durée d’hydrolyse – Plan d’expérience 

La figure III.10 exprime l’évolution du degré de déminéralisation. La légende est identique au 

précédent graphique. Elle est complétée par la courbe rouge qui illustre les pertes de minéraux 

à l’occasion de l’acidification seule (points reliés en rouge). Cette expérience a été menée 

pour des tailles de fragments intermédiaires. Dès t0, on observe que les points bleus sont 

situés sous la courbe tandis que les points jaunes sont au-dessus. On a donc un effet de la 

taille sur la déminéralisation. La différence de minéraux résiduels mesurés entre les deux 

catégories de tailles se réduit au fur-et-à-mesure de l’hydrolyse. L’élimination des minéraux 

après 6 h d’hydrolyse atteint en moyenne 98,8 ± 0,4 et 93,1 ± 3,3 % pour les tailles (-1) et 

(+1) respectivement. 

 

 
Fig.III.11 : Quantité de protéines éliminées en fonction de la durée d’hydrolyse – Plan d’expérience 
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Une démarche analogue est appliquée pour étudier la déprotéinisation (Figure III.11). La 

courbe rouge illustre la moyenne des pertes en protéines à l’occasion de l’acidification seule, 

pour des tailles intermédiaires. Aucune élimination significative de protéines n’a été constatée 

à partir de t0 (Fig.III.1). L’introduction de la pepsine est donc nécessaire pour initier la 

déprotéinisation. La distinction entre les points bleus (grande taille) et jaunes (petite taille) est 

à nouveau très visible. En moyenne la déprotéinisation atteint 63,6 ± 5,7 % et 86,4 ± 3,8 % 

pour les tailles (+1) et (-1) respectivement, après 6 h d’hydrolyse. L’effet de la taille semble 

donc dominer le contrôle de la déprotéinisation. 

 

 
Fig.III.12 : Evolution du rapport C/N en fonction de la durée d’hydrolyse – plan d’expérience 

Enfin, l’analyse élémentaire est exploitée. Elle fournie plusieurs informations, d’une part le 

pourcentage de carbone, celle de l’azote et donc le rapport entre les deux. Les teneurs en azote 

et les rapports de C/N permettent de dégager certaines tendances. La figure III.12 illustre 

l’évolution du rapport C/N. La moyenne observée pour les points centraux, à 6 h d’hydrolyse, 

est de 5,1 ± 0,3. Celui de la matière première est de 4,3 ± 0,2. Les rapports C/N des points 

bleus, évoquant la grande taille de fragments, ne semblent pas varier significativement. Leur 

moyenne se situe à 4,3 ± 0,4. Elle est proche de celle de la matière première. Tandis que les 

points jaunes, associés à la petite taille de fragments, présentent une augmentation relative du 

rapport C/N. Leur moyenne est de 5,63 ± 0,26 et il atteint jusqu’à 5,89 avec l’expérience VII. 

 

La part de l’azote est un indicateur important. Le chapitre 2.V.4.1, évoque que la gamme 

théorique de teneurs en azote associés aux protéines couvre celle de la chitine. Sur la base de 

leur composition élémentaire, le pourcentage de N des acides aminés est compris entre 7,73 et 

32,16 %. Il se situe entre 6,89 et 8,26 % pour les dérivés de la chitine. Ceci ce traduit par un 

rapport C/N de 1,29 à 7,72 pour les protéines et de 5,33 à 6,86 pour le chitosan et la chitine 

respectivement. Le rapport C/N médian des protéines est de 4,5. Or les mesures effectuées sur 

la matière première se situent autour de 4,3 ± 0,2.  

 

Le rapport C/N du produit solide de l’hydrolyse enzymatique doit donc théoriquement croître 

et tendre vers 6,86. Les rapports C/N des résidus solides du plan d’expérience augmentent 

progressivement jusqu’à un maximum de 5,89. Ceci montre une tendance vers la purification 
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de la chitine sans l’atteindre complètement. 

 

Le raisonnement est identique pour la teneur en azote seule. Celle de la chitine est de 6,89 % 

et celle du chitosan est de 8,26 %. Les produits issus de ce procédé d’extraction doivent 

tendre vers 6,89 %. L’évolution de la teneur en azote (Fig.III.13) se distingue entre les gros 

fragments (en bleu) et les plus petits (en jaune). La teneur en azote des produits issus de 

l’hydrolyse à partir de substrats de petite taille, part de valeurs élevées, autour de 10,51 %, et 

tend vers des valeurs plus faibles et plus proche de celle de la chitine. La valeur minimale est 

obtenue par l’expérience VII (+1, +1, -1) avec 7,51 %. Toutefois, ce résultat n’indique pas le 

degré de pureté exacte de la chitine. Pour les produits issus d’hydrolyse à partir des fragments 

de plus grande taille, la teneur en azote semble restée globalement constante. 

 

 
Fig.III.13 : Evolution du pourcentage d’azote en fonction de la durée d’hydrolyse – plan d’expérience 

L’estimation du degré de pureté des produits, via le lavage chimique au NaOH, est présenté 

en figure III.14. 

 

 
Fig.III.14 : Estimation du degré de pureté de chitine par lavage au NaOH – Plan d’expérience 
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La légende est identique aux précédents graphiques. Une nette distinction entre les points 

jaunes et les points bleus est à nouveau constatée. L’estimation du degré de pureté en chitine 

est faible lorsque la taille des fragments est grande, la moyenne à 6 h d’hydrolyse est de 57,6 

± 6,5%. À l’inverse quand la taille des fragments est plus petite, l’estimation du degré de 

pureté est plus élevée, avec 74,5 ± 6,3 % de moyenne, après 6 h d’hydrolyse. L’écart type 

observé est important.  

 

La quantité de chitine est également déterminée à partir du lavage chimique, elle est donc 

associée aux mêmes écart-types. La figure III.15 montre une variation de 20 à 30 g/100 g de 

chitine. Cette amplitude semble dissociée des conditions d’expériences. En effet, la moyenne 

des hydrolyses de 6 h, pour les plus petits et les plus grands fragments, atteint respectivement 

25,4 ± 1,8 et 22,5 ± 0,9 g/100 g. L’écart est très peu significatif. Par ailleurs, les cinétiques 

présentent des estimations de quantités de chitine relativement constantes. Ceci semble 

indiquer que le procédé n’induise pas ou peu de pertes de chitine.  

 
Fig.III.15 : Estimation de la quantité absolue de chitine par lavage au NaOH – Plan d’expérience 

Pour conclure sur les résultats bruts de ces expériences, intéressons-nous aux caractéristiques 

des produits obtenus après 360 min d’hydrolyse enzymatique (Fig.III.16a et b). 

 

 

  
Fig.III.16 : Degrés d’élimination (%) des minéraux (a) et des protéines (b) en fonction de l’expérience 
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Sur la figure III.16, l’expérience M correspond à la moyenne des trois produits des cinétiques 

intermédiaires (0, 0, 0). L’écart-type associé à ces cinétiques est reporté à chaque expérience. 

Il est estimé à 1,8 et 3,3 % pour le degré de déminéralisation et de déprotéinisation. Les 

expériences illustrées en jaune, pour les petites tailles, se distinguent par leurs meilleurs  

degrés d’élimination. Parmi ces expériences, la IV (-1, +1, -1) et la VII (+1, +1, -1) présentent 

les meilleurs résultats, respectivement 99,5 et 98,5 % pour la déminéralisation, 86,3 et 92,4 % 

pour la déprotéinisation. Elles ont en commun l’emploi d’une forte concentration en pepsine, 

appliquée aux petites tailles des fragments. 

 

Le degré de déminéralisation est satisfaisant comparé au rendement obtenus par d’autres 

procédés extraction biologique (Cf. chapitre 4, section I ; Xu et al. 2008) et au regard des 

objectifs qualitatifs industriels. À l’inverse, la teneur en protéines résiduelles est encore 

élevée, bien que ces degrés de déprotéinisation se situent dans la même gamme des résultats 

des études similaires (Cf. chapitre 4, section I ; Xu et al. 2008). 

 

 

  
Fig.III.1 : Estimation du degré de pureté (a) et rapport C/N (b) en fonction de l’expérience 

La figure III.17 montre l’estimation du degré de pureté par le lavage au NaOH (a) et le 

rapport C/N (b) des produits après 6 h d’hydrolyse par la pepsine. La légende est identique à 

la précédente figure. Les expériences IV et VII présentent des estimations de degré de pureté 

et de rapport C/N plus élevés. Ces expériences ont également en commun la concentration en 

pepsine la plus élevée, appliquée aux plus petits fragments. En plus de l’effet taille, déjà 

signalé, la concentration en pepsine semble donc améliorer les performances de l’hydrolyse 

enzymatique. 
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IV.2. Résultats de l’analyse statistique 

Le traitement des résultats du modèle III.1 par STATGRAPHIC
®
 est basé sur une analyse de 

la variance, selon une régression par un modèle linéaire généralisé. Un tableau d’analyse des 

variances est établi et permet d’estimer la significativité des variables. Le niveau de confiance 

est fixé à 5 %. Les coefficients discutés sont les valeurs p (ou p-value) et les ratios F (ou ratio 

F). Le premier permet de valider l’hypothèse selon laquelle le facteur à un effet (si la p-value 

ne dépasse pas 0,05) et le second, compare la robustesse du modèle. Les conclusions de ces 

analyses sont valables uniquement pour le domaine d’étude décrit par le tableau III.2. 

Le traitement statistique est appliqué aux résultats du plan d’expérience (de t0 à t360), ce qui 

représente 120 résultats pour chaque réponse étudiée. L’intérêt est particulièrement porté sur 

la déminéralisation et la déprotéinisation. 

 

IV.2.1. Degré de déminéralisation 

Le modèle retenu pour le degré de déminéralisation, est déduit par l’équation III.2 : 

 D° déminéralisation (%) = 53,4 + 0,2*Tps + 0,6*T° – 10,4*Taille + 2,5*10
-2

*Tps*Taille - 3,8*10
-4

*Tps² (III.2) 

L’équation III.2 exprime que l’augmentation de la durée d’hydrolyse et de la température 

pepsine favorise la perte en minéraux. À l’inverse, la taille des fragments doit diminuer pour 

aider la déminéralisation. Le R² est de 70,5 % et le R² ajusté est de 69,2 %. Les 

caractéristiques des coefficients statistiques sont détaillées dans le tableau III.5 : 

  

Facteurs Coefficients Ratio-F p-value 

Durée 

Température 

Taille 

Durée*Taille 

Durée² 

0,2 

0,6 

10,4 

2,5*10
-2

 

3,8*10
-4

 

121,01 

5,10 

92,59 

15,45 

40,64 

0,0000 

0,0258 

0,0000 

0,0001 

0,0000 

Tab.III.5 : Statistiques appliquées au degré de déminéralisation 

L’analyse des p-values valide l’effet de la durée d’hydrolyse, de la taille des fragments et, 

dans une moindre mesure, celle de la température dont la p-value est plus élevée. De plus, il 

existe un effet de l’interaction entre la durée d’hydrolyse et la taille des fragments, ainsi qu’un 

effet quadratique de la durée d’hydrolyse. Le coefficient le plus important est celui associé à 

la taille des fragments de substrat, démontrant le poids de ce facteur. À l’inverse, l’effet de la 

concentration en pepsine n’a pas d’effet significatif sur la déminéralisation. 

 

La figure III.18 représente le degré de déminéralisation estimé par l’équation III.2 en fonction 

de la taille de fragments et de la durée d’hydrolyse : 
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Fig.III.18 : Représentation du degré de déminéralisation en fonction de la durée d’hydrolyse enzymatique et de 

la taille des fragments de substrat, à 15 % de pepsine, à 40°C, selon l’équation III.2 

La légende de la figure III.18 indique que les meilleures performances de déminéralisation 

tendent vers le rouge sombre, c’est-à-dire lorsque la taille des fragments de matière première 

est inférieure à 1 mm et que la durée d’hydrolyse augmente. Ces prédictions sont confirmées 

par les résultats observés et décrits à la section précédente. Cependant, le modèle prédit des 

performances au-delà de 100 %. On peut supposer que le modèle ne décrive pas parfaitement 

le phénomène. En effet, la structure polynomiale ne tend pas vers une stabilisation de la perte 

en minéraux en fin d’hydrolyse enzymatique. Une modélisation plus fine devrait permettre de 

décrire plus précisément la déminéralisation à la section V. 

 

IV.2.2. Le degré de déprotéinisation 

La même démarche est appliquée à l’élimination des protéines. Le degré de déprotéinisation 

est décrit par la relation III.3 et les indicateurs statistiques sont présentés par le tableau III.6 : 

 D° déprotéinisation (%) = 43,1 + 0,2*Tps - + 0,5*[pep] – 12,2*Taille - 4,1*10
-4

*Tps² (III.3) 

 

Facteurs Coefficients Ratio-F p-value 

Durée 

[pepsine] 

Taille 

Durée² 

0,2 

0,5 

12,1 

4,1*10
-4

 

91,64 

5,85 

158,15 

29,33 

0,0000 

0,0173 

0,0000 

0,0000 

Tab.III.6 : Statistiques appliquées au degré de déprotéinisation 

Le tableau III.6 montre un incontestable effet de la taille des fragments. De même, la durée de 

l’hydrolyse a un impact et montre un effet quadratique sur la déprotéinisation. La température 

n’a pas d’effet significatif, sa p-value dépasse 0,05. La concentration en pepsine présente un 

effet moins significatif que celui des autres facteurs. L’équation III.3, prédit de meilleures 

performances de déprotéinisation lorsque la durée d’hydrolyse et la concentration en pepsine 

augmentent d’une part, et la taille des fragments de substrat décroît d’autre part. L’effet 

quadratique de la durée d’hydrolyse est également présent. Le R² associé à l’équation est de 

82,1 % et le R² ajusté de 81,5 %. La figure III.19 du modèle estimé par l’équation III.3, en 

Degré de 
déminéralisation (%) 
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fonction de la durée d’hydrolyse et de la taille des fragments, pour 15 % de pepsine et 40 °C. 

 

 
Fig.III.19 : Représentation du degré de déprotéinisation en fonction de la durée d’hydrolyse enzymatique et de 

la taille des fragments de substrat, à 15 % de pepsine et 40°C 

La légende de la figure III.19 est identique à la précédente. Les meilleures performances de 

déprotéinisation sont atteintes, en rouge sombre, lorsque la taille des fragments de matière 

première est inférieure à 1 mm et que la durée d’hydrolyse augmente. 

 

IV.2.3. Estimation du degré de pureté 

L’évolution du rapport C/N en fonction de l’évolution des facteurs est décrite par la relation 

III.4  et les coefficients statistiques associés à ce modèle sont détaillés dans le tableau III.7: 

 C/N = 4,1 + 2,0*10
-3

*Tps + 1,9*10
-2

*[pep] – 0,4*Taille (III.4) 

 

Facteurs Coefficients Ratio-F p-value 

Durée 

[pepsine] 

Taille 

2,0*10
-3

 

1,9*10
-2

 

0,4 

85,05 

9,28 

182,90 

0,0002 

0,0029 

0,0000 

Tab.III.7 : Statistiques appliquées au rapport C/N 

Contrairement aux précédentes réponses, l’effet quadratique n’opère pas significativement sur 

le rapport C/N. L’effet de la durée d’hydrolyse est confirmé, bien qu’il soit moins marqué que 

précédemment. La température est sans impact (sa p-value dépasse largement 0,05), tandis 

que la concentration en pepsine a un effet limité. Le facteur qui se distingue est à nouveau la 

taille des fragments de matière première. D’après l’équation III.4, le rapport C/N augmente 

lorsque la concentration en pepsine et la durée de l’hydrolyse augmentent, et que la taille des 

fragments de substrat est réduite au-delà de 1 mm. Le R² et le R² ajusté du modèle atteignent 

respectivement 70,3 % et 69,56 %. La réponse du modèle, illustrée par la figure III.20, se 

distingue des précédentes du fait de sa surface plane, associée à l’absence d’effet quadratique 

et d’interactions. 

Degré de 
déprotéinisation (%) 
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Fig.III.20 : Représentation du rapport C/N en fonction de la durée d’hydrolyse enzymatique et de la taille des 

fragments de substrat, à 15 % de pepsine et 40°C 

Quant à l’estimation de la quantité de la chitine, après traitement chimique par NaOH, elle 

semble correctement décrite par la relation III.5 : 

 Estimation chitine (%) = 37,5 + 0,2*Tps + 0,4*[pep] – 7,7*Taille - 2,5*10
-4

*Tps² (III.5) 

Le R² de l’équation III.5 est de 68,1 % et le R² ajusté est de 67,0 %. Comme pour le rapport 

C/N, la température n’a pas d’impact sur l’hydrolyse (la p-value est supérieure à 0,5) et celui 

de la concentration en pepsine est faible (p-value de 0,235), comme le montre le tableau III.8. 

Contrairement au rapport C/N, l’effet quadratique de la durée d’hydrolyse est significatif. 

 

Facteurs Coefficients Ratio-F p-value 

Durée 

[pepsine] 

Taille 

Durée² 

0,2 

0,4 

7,7 

2,5*10
-3

 

44,21 

5,27 

81,39 

13,35 

0,0000 

0,0235 

0,0000 

0,004 

Tab.III.8 : Statistiques appliquées au rendement massique après traitement chimique au NaOH 

L’augmentation de la masse résiduelle après traitement chimique au NaOH est favorisée par 

l’augmentation de la durée d’hydrolyse, de la concentration en pepsine et par la réduction de 

taille des fragments de substrat. 

 

IV.2.4. Récapitulatif des analyses statistiques 

Le rendement massique est une combinaison des précédentes réponses, tous les facteurs 

interviennent (III.8). Cependant, l’impact de la concentration en pepsine est moindre par 

rapport aux autres facteurs, sa p-value est de 0,0092 et son ratio-F est de 7,02. L’effet de 

l’interaction entre la durée de l’hydrolyse enzymatique et la taille des fragments est également 

limitée, la p-value et le ratio-F sont de 0,005 et 8,19 respectivement. Le tableau III.9 détaille 

les résultats du traitement statistique associé au modèle de prédiction III.6 

C/N 
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 Rdt massique = 87,8 - 0,2*Tps - 0,6*T° - 0,2*[pep] + 6,9*Taille – 1,1*10
-2

*Tps*Taille + 2,9*10
-4

*Tps² (III.6) 

 

Facteurs Coefficients Ratio-F p-value 

Durée 

Température 

[pepsine] 

Taille 

Durée*Taille 

Durée² 

0,2 

0,6 

0,2 

6,9 

1,1*10
-2

 

2,9*10
-4

 

181,94 

14,73 

7,02 

109,79 

8,19 

67,15 

0,0000 

0,0002 

0,0092 

0,0000 

0,0050 

0,0000 

Tab.III.9 : Statistiques appliquées au rendement massique après traitement chimique au NaOH 

L’objectif pour le rendement massique est d’atteindre la masse correspondante à la chitine 

seule, soit une masse inférieure à 30 g/100 g. D’après la figure III.21, l’objectif est obtenu 

lorsque la durée d’hydrolyse est augmentée et la taille des fragments réduite à 1 mm. Aucune 

déduction sur la qualité de la chitine ne peut être avancée d’après cette seule réponse. 

 

 
Fig.III.21 : Représentation  du rendement massique en fonction de la durée d’hydrolyse enzymatique et de la 

taille des fragments de substrat, à 15 % de pepsine et 40°C 

Afin de vérifier la cohérence entre les réponses, le tableau III.10 résume et compare quels 

facteurs ont un effet sur chacune des réponses, et indique si cet effet est positif ou négatif. 

 

Réponses Durée Température Concentration 

en pepsine 

Taille 

fragments 

D° de déminéralisation 

D° de déprotéinisation 

Rapport C/N 

Nettoyage chimique 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

ø 

ø 

ø 

ø 

+ 

+ 

+ 

- 

- 

ø 

- 

Rendement massique - - - + 

Tab.III.10 : Comparaison des effets sur les différents aspects de l’hydrolyse par la pepsine 

L’effet de l’interaction entre la durée de l’hydrolyse enzymatique et de la taille des fragments 

n’est pas représenté. L’augmentation de la température favoriserait la déminéralisation. 

Rendement 
massique (%) 
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L’augmentation de la concentration en pepsine semble favorable à la déprotéinisation et à la 

purification de la chitine, d’après le lavage au NaOH et le rapport C/N. L’augmentation de la 

température et de la concentration en pepsine améliore le rendement massique. La taille des 

fragments d’exosquelette de crevettes est sans conteste l’élément dont l’effet est le plus 

marqué. La borne minimale du plan d’expérience englobe l’ensemble des morceaux inférieurs 

à 1 mm. Or d’après l’étude de Marquis-Duval (2008) au-delà de cette borne, la taille 

n’influence plus la cinétique de déminéralisation. Généralement, les écart-types associés aux 

résultats des cinétiques étaient supérieurs pour les tailles de fragments supérieures à 2,5 mm. 

Ceci est la conséquence d’une plus forte hétérogénéité du substrat dans cette catégorie de 

taille. En effet, le tri des fragments a certainement retenu tous les résidus de taille variée au-

delà de 2,5 mm, comparés à ceux dont la forme devait traverser les tamis (Cf. Fig.II.7). 

 

Enfin, les conclusions sur les effets des facteurs sur le rapport C/N paraissent incohérentes. 

D’une part le modèle ne présente par de convergence asymptotique, d’autre part, l’effet de la 

taille n’est pas significatif. Il semble que le domaine d’étude soit trop restreint par rapport à 

l’échelle des valeurs de C/N obtenues. 

 

Parmi les facteurs, la température, le ratio enzyme/substrat, le pH, le mode de préparation du 

substrat et le mode d’agitation du milieu réactif sont connus pour influencer les réactions 

enzymatiques. Les trois derniers paramètres cités ont été figés pour ces expériences et 

n’affectent pas le plan d’expérience. La taille initiale des fragments est indéniablement le 

facteur le plus important, quelque soit la réponse analysée. Cependant, l’aspect de la surface 

des fragments n’est pas connu et pourrait être étudié davantage pour déterminer si 

l’accessibilité est complète ou non. 

 

Le traitement statistique est limité par sa structure polynomiale. Néanmoins, les résultats 

montrent un évident manque de performances vis-à-vis du degré de déprotéinisation. Les 

possibilités envisagées à ce stage de l’étude sont un lavage chimique complémentaire ou 

l’allongement de la durée d’hydrolyse enzymatique. La seconde hypothèse est étudiée dans la 

section IV.3. Si aucun traitement complémentaire n’est pratiqué, le produit peut être vendu 

comme intermédiaire pour la fabrication du chitosan ou d’un autre dérivé de la chitine. 

 

IV.3. Élargissement du domaine d’étude pour la déprotéinisation 

IV.3.1. Augmentation de la concentration en pepsine 

Les précédents résultats et leurs conclusions invitent à poursuivre les expériences dans le sens 

de l’augmentation de la concentration en pepsine, afin d’améliorer la déprotéinisation. Deux 

concentrations sont expérimentées, 25 % et 41 % de pepsine par rapport à la quantité de 

protéines (soit près de 3 % et 5 % par rapport au poids de matière première). Au regard des 

précédents résultats, la température est fixée à 40 °C et la taille de fragments d’exosquelette 

est inférieur à 1 mm. La cinétique est également suivie six heures. 

 

La figure III.22 montre les cinétiques obtenues avec 25 % de pepsine. Le rendement massique 

atteint 30,3 g/100 g après 6 h d’hydrolyse. Le résidu solide contient 0,3 g/100 g de minéraux 

et près de 3,5 g/100 g de protéines. Par le bilan massique, la quantité de chitine atteindrait 

donc 26,5 g/100 g, or le nettoyage chimique par NaOH estime le degré de pureté à 87,2 %, ce 
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qui correspond à la même quantité de chitine de 26,5 g/100 g. Les différentes méthodes de 

quantification de la chitine convergent bien vers le même résultat (Cf. Fig.II.11). Bien que les 

performances de déprotéinisation et déminéralisation soient améliorées par rapport au plan 

d’expérience, le rapport C/N, non illustrée ici, atteint 5,7. Cette valeur est légèrement 

inférieure au rapport C/N de l’expérience VII, soit 5,9. Ceci montre le manque de sensibilité 

de l’analyse par rapport à la faible amélioration de la purification de la chitine. 

 

 
Fig.III.22 : Hydrolyse enzymatique par 25 % de pepsine (T° 40 °C –Taille < 1 mm) 

Comme cela avait déjà été observé pour le plan d’expérience, les cinétiques du rendement 

massique et de la déprotéinisation semblent s’atténuer lentement. Celle de la déminéralisation 

est rapide les 10 premières minutes, puis ralentit. Au-delà de 30 min, la quantité de minéraux 

résiduels évolue peu. Les mêmes constatations sont valables pour l’hydrolyse suivante, par 

41 % de pepsine (Fig.III.23). 

 

 
Fig.III.23 : Hydrolyse enzymatique par 41 % de pepsine (T°40 °C – Taille < 1 mm) 
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Après 6 h d’hydrolyse, le rendement massique est de 28,2 g/100 g. Le résidu solide contient 

0,2 et 2,9 g/100 g de minéraux et protéines respectivement. Le degré de pureté, obtenu par 

lavage au NaOH, est estimé à 93,2 % et le rapport C/N atteint 6,2. Ces valeurs indiquent une 

meilleure purification de la chitine par rapport aux précédentes cinétiques. Les méthodes de 

quantification de la chitine ne convergent pas toutes vers la même valeur (Fig.III.24), 

contrairement à la cinétique à 25 % de pepsine (Fig.II.11), ce qui confirme les limites de 

chacune. Néanmoins, elles semblent indiquer une stabilisation de la quantité de chitine autour 

de 26,5 g/100 g après 6 h d’hydrolyse enzymatique. 

 
Fig.III.24 : Comparaison des méthodes de quantification de la chitine (en rouge, via le bilan massique ; en bleu, 

via le lavage au NaOH ; en vert, via l’analyse élémentaire ; en orange, via le Cp déterminé par CPG) 

 

IV.3.2. Augmentation de la durée d’hydrolyse 

La durée d’hydrolyse de 6 h est-elle suffisante ? Au regard des résultats précédents, ce facteur 

a un impact certain et la cinétique de déprotéinisation ne montre pas de stabilisation finale. Ce 

qui laisse supposer que la déprotéinisation peut être améliorée par un allongement de la durée 

d’hydrolyse enzymatique. La figure III.21 expose les résultats du traitement des exosquelettes 

de crevettes par 25 % de pepsine pendant 12 h, comparé à ceux obtenus après 6 h d’hydrolyse 

avec la même concentration en pepsine. 

 

 
Fig.III.25 : Comparaison des extractions par 25 % de pepsine entre 6 h et 12 h d’hydrolyse (n=3) 
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La figure III.25 montre que le degré de déminéralisation n’est pas amélioré par l’allongement 

de la durée d’hydrolyse. La quantité de protéines résiduelle semble diminuer, toutefois 

l’analyse de variance invite à rester prudent sur ce point. En revanche, le rendement massique 

après 12 h d’hydrolyse est nettement amélioré, avec 26,4 g/100 g, il gagne 4,3 g/100 g par 

rapport à l’extraction de 6 h. Cette perte de masse est-elle liée à une augmentation de la pureté 

en chitine ou une perte de chitine ? Le degré de pureté en chitine est estimé via le lavage au 

NaOH à 88,1 ± 2,0 %, ce qui correspond à une quantité de chitine de 22,9 g/100 g. Le bilan 

massique indique une quantité de chitine de 24,3 ± 0,2 g/100 g. Dans les deux cas, ces valeurs 

sont significativement plus faibles que celles atteintes après 6 h d’hydrolyse. Le rapport C/N 

est de 6,33 ± 0,04, peu différent du rapport C/N après 6 h d’hydrolyse. Ceci semble aller dans 

le sens d’une faible augmentation de la pureté en chitine mais d’une perte possible de chitine. 

 

 

V. Modélisation 

V.1. Introduction 

Les cinétiques du plan d’expérience et celles hors du plan d’expérience (25 et 41 % de 

pepsine) sont exploitées pour modéliser la déminéralisation et la déprotéinisation. Les 

expériences sans enzymes sont également utilisées. Ceci représente au total 316 résultats par 

réponses étudiées. L’ensemble de ces données est traité à l’aide du logiciel MATLAB
®
 6,5. 

Les simulations et estimations paramétriques sont écrites par des routines spécifiques. Des 

exemples de modèles de référence, qui peuvent inspirer notre étude, vont être décrits 

maintenant. 

 

(a) Modèle de référence 

Le modèle classique, généralement admis pour les cinétiques enzymatiques, est l’équation de 

« Michaëlis-Menten » (III.7) : 

  
SK

Sv
v

m

i




*max
  (III.7) 

vi : vitesse initiale, vmax : vitesse maximale, S : concentration en substrat, Km : constante de Michaëlis-Menten  

 

(b) Modélisation en fonction de la température 

La loi d’Arrhénius exprime l’influence de la température (T°) et de l’énergie d’activation (E) 

sur la cinétique (III.8) 

 bea RT

-E

ea RT

-E



















12

21

 = )µ(T  (III.8) 

où b est une constante, a1 et a2 sont des constantes particulières, dite pré-exponentielles ou 

facteurs de fréquence, car elles tiennent compte de la fréquence de collision et des effets 

stériques. R est la constante des gaz parfait. D’après cette loi, les réactions dont les énergies 

d'activation sont les plus faibles ont les cinétiques les plus rapides et inversement. 
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(c) Modélisation en fonction de la taille des fragments 

La taille des fragments du substrat peut également être modélisée. Le rapport surface/volume 

(S/V) des fragments est déterminant car le rendement de conversion est d’autant plus élevé 

que la surface de contact est accessible aux enzymes. Par un mécanisme d’adsorption, les 

enzymes se fixent près du site à lyser avant d’être active (Fig.III.26). Movagarnejad et al. 

(2000) expliquent comment ce rapport influence l’évolution de la taille des particules (III.9) : 

  
Ps

sre
fragments des Taille

V

S
CVK 

dt

 d




















1
**  (III.9)  

Ke est une constante, Vr est le volume du réacteur, Cs et ρs sont respectivement la concentration et la densité 

 

Généralement, la taille des fragments diminue progressivement au cours de la réaction. 

Vauchel (2007) a étudié l’évolution de la taille des morceaux d’algues L. digitata pendant 

l’extraction de l’alginate. Elle propose une cinétique du 1
er

 ordre (III.10) : 

  )²( minDDK
dt

dD
D   (III.10) 

D représente le diamètre moyen des morceaux d’algues (en mm), Dmin et D0 sont les diamètres moyens finaux et 

initiaux respectivement. KD est le facteur associé à la cinétique de déstructuration des algues. 

 

Dans ces deux exemples, la taille est une variable en réponse à la réaction et non un facteur. Il 

est également possible de modéliser la réduction des DP des polysaccharides. Il faut 

distinguer le rapport S/V et l’accès aux sites de coupures, les deux sont liés et ont 

généralement un effet sur la cinétique. De plus, pour l’hydrolyse des polymères, telle que la 

chitine, on sait que des zones amorphes et cristallines se répartissent dans la matière première. 

Les zones amorphes sont davantage accessibles aux enzymes et donc plus rapidement 

hydrolysées. Lorsque cette zone est hydrolysée, l’indice de cristallinité augmente. Puis les 

enzymes hydrolysent les zones cristallines (Bansal et al. 2009). Par conséquent, le temps 

d’adsorption entre l’enzyme et son substrat (Fig.III.26) est différent pour ces deux étapes et 

complexifie la modélisation. 

 
Fig.III.26 : Étapes du mécanisme d’hydrolyse enzymatique (Hosseini et al. 2011) 

 

(d) Modélisation en fonction de la durée d’hydrolyse 

Le modèle classique de la durée de la réaction est généralement décrit par l’équation (III.11) : 

 kS
dt

dS
  (III.11) 

S est la concentration en substrat, k la constante représentative de la vitesse de cinétique et t le temps 

Adsoption 

E-S 
Hydrolyse 

Adsorption 

H2O 

Désorption 

E ↔ S 
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Cette équation s’adapte en fonction des spécificités des réactions. D’après Bansal et al. (2009) 

les hydrolyses enzymatiques constituent un système de réactions hétérogènes qui répondent à 

une combinaison de cinétiques. C’est généralement le cas pour des hydrolyses enzymatiques 

appliquées à une matière première complexe telle que l’exosquelette de crustacés. Bansal et al 

(2009) rapportent que ces systèmes constituent un ensemble de cinétiques qui respectent un 

ordre n, dont les constantes de vitesse dépendent du temps et dont la production n’est pas 

uniforme. La nature fractale de ces systèmes augmente à mesure que les obstacles à l’accès 

aux sites de coupures apparaissent. Valjamae et al. (2003) modélisent la production de P 

(III.12) : 

  )1( = )P(
1

0

hktePt
  (III.12) 

h représente l’exposant de la cinétique fractale, h et k sont des constantes empiriques. 

 

V.2. Modélisation de la déminéralisation 

Pour établir le modèle adéquat, la démarche consiste à composer une équation qui tient 

compte des principes décrits ci-dessus. Elle est ensuite confronter aux résultats obtenus. Le 

« sse » (sum square error) et le « rmse » (root-mean-square error) sont des indicateurs relatifs 

de validation du modèle par les résultats observés. Soit M la quantité de minéraux (en 

g/100g). Les valeurs des réponses ont été normalisées pour cette modélisation (Cf. Tab.III.2). 

La cinétique de déminéralisation peut s’écrire : 

    M), TPep, (Tk
dt

dM
am   (III.13) 

D’après les précédentes observations, deux phases semblent caractériser la cinétique de 

déminéralisation. Par conséquent, l’équation est composée de deux compartiments, M1 et M2 : 

  21 MMM   (III.14) 

   1
1

1 M), TPep, (Tk
dt

dM
am    et    2

2
2 M), TPep, (Tk

dt

dM
am   (III.15) 

 Le premier modèle proposé, nommé MA, (Fig.III.27) tient compte de tous les facteurs 

(taille des fragments, concentration, température), à travers deux compartiments (III.16). Les 

valeurs exploitées ont été normalisées : 

][032572258161 Pep.T.T..K am    

][01.009.098.024.12 PepTTK am   (III.16) 

45.18)0(1 M  et 55.6)0(2 M  

 

Facteurs Cinétique rapide (M1) Cinétique lente (M2) 

Taille des fragments 
Température 
Concentration en pepsine 

0,31 
0,15 
0,13 

0,79 
0,07 
0,01 

Tab.III.11 : Impact relatif des variables sur les deux composantes du modèle MA  

Ce modèle explique que la vitesse de disparition des minéraux est supérieure au cours de la 
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première étape M1, par rapport à la seconde M2. Par exemple, pour les expériences aux 

conditions intermédiaires (0,0,0), le km1 est supérieur à km2, soit 16,8 et 1,2 h
-1

 respectivement. 

De plus, le tableau III.11 montre que la taille des fragments agit sur les cinétiques de façon 

marquée. Son impact relatif domine ceux des autres facteurs, avec 31 % et 79 % pour les 

composantes M1 et M2 respectivement. À l’inverse, l’impact relatif de la concentration en 

pepsine est très faible, 13 % et 1 % respectivement. 

 

 
Fig.III.27 : Confrontation entre le modèle MA et les mesures observées, sse = 136 et rmse = 1,01 

Sur la figure III.27, l’axe des abscisses représente la durée d’hydrolyse enzymatique. Pour 

cinq cinétiques (sans enzyme, l’expérience VII et intermédiaire du plan d’expérience, avec 25 

et 41 % de pepsine), le modèle MA est comparé aux valeurs observées. On observe une bonne 

concordance entre les deux. Elle se révèle plus élevée pour l’expérience VII (petite taille de 

fragments, forte concentration et température 43 °C) et lorsque la concentration en pepsine 

atteint 41 %. 

 

 Ce modèle peut être perfectionné en considérant une transition plus progressive entre 

la composante rapide et la composante lente de la déminéralisation. Pour décrire ce 

phénomène, il est possible de retenir un modèle du premier ordre (III.17) : 

MTTK aam  ²)48.099.01(46.0  (III.17) 

Ce modèle, MB, présente un sse et un rmse plus élevés, 205 et 1,21 respectivement. La figure 

III.28 montre une meilleure concordance entre le modèle et les mesures réellement observées. 

Pour ce modèle, les cinq expériences témoins ne semblent pas être représentatives de 

l’ensemble des données traitées. Par ailleurs, ce modèle ne fait intervenir que le facteur taille 

car le précédent modèle indiquait leur faible impact.  

 

Enfin, la structure modèle MB est liée à l’évolution de la quantité de minéraux dans le milieu. 

Par conséquent, la courbe associée au modèle MB décroît moins rapidement que celle du 

modèle MA, du fait de la raréfaction de la quantité de minéraux. 
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Fig.III.28 : Confrontation entre le modèle MB et les mesures observées, sse = 205, rmse = 1,21 

 Un autre modèle, MC, est établi en intégrant à nouveau l’ensemble des facteurs. La 

structure conserve le principe du polynôme associé à la quantité de minéraux. En réalité il 

s’agit de trois polynômes, un par facteur étudié. Le dernier terme « M » indique également 

que la cinétique de déminéralisation est liée à la quantité de minéraux présents (III.18) : 

MpeppepTTTTM
dt

dM
aa  ]²)[68.0][02.0²33.119.0²89.065.11()53.41(05.0  (III.18) 

 

La figure III.29 compare le modèle de prédiction aux valeurs mesurées. Le sse et le rmse sont 

meilleurs, respectivement 118 et 0,93. Cependant, les cinétiques observées sont davantage 

éloignées du modèle par rapport au précédent modèle MB, pour les cinq cinétiques témoins. 

 

 

Fig.III.29 : Confrontation entre le modèle C et les mesures observées, sse = 118 et rmse = 0,93 
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L’équation III.18 et le tableau III.12 montre le poids de chaque facteur. La taille initiale des 

fragments est le facteur dominant, suivi de la température. L’influence de la concentration est 

très faible. Tous sont directement dépendants de la quantité de minéraux présents. Lorsqu’elle 

diminue, la cinétique ralentie. 

 

Facteurs Pondération 

Taille des fragments 
Température 
Concentration en pepsine 

2,54 
1,33 
0,70 

Tab.III.12 : Impact relatif des variables sur le modèle MC  

Pour conclure, le meilleur modèle pour prédire la déminéralisation semble être le modèle MC. 

Il confirme les conclusions apportées par l’analyse statistique du plan d’expérience 

concernant l’impact négligeable de la concentration en pepsine et le faible impact de la 

température. La taille initiale des fragments constitue le principal effet sur la cinétique de 

déminéralisation. 

 

V.3. Modélisation de la déprotéinisation 

La même démarche est pratiquée pour déterminer le modèle optimal de la déprotéinisation. 

Soit P la quantité de protéines (en g/100 g). Les variations de mesures des protéines se sont 

révélées importantes et constituent une difficulté majeure pour construire le modèle précis. 

 

La cinétique de déprotéinisation devrait respecter la formule générale suivante :  

   P), TPep, (Tk
dt

dP
am   (III.19) 

La vitesse km peut être affinée par des fonctions spécifiques à cette réaction. Les modèles 

simples à un seul compartiment ont présentés des sse très élevés, autour de 2 130 (Tab.III.13). 

Des fonctions sigmoïdes ont été ajoutées. Ce type de fonction, de forme x
n
/(x

n
+a

n
) et d’ordre 

n, est souvent lié au comportement d’enzymes allostériques. Ces enzymes sont sensibles à 

une modulation de leurs activités par des molécules appelés des effecteurs. Le sse est alors 

amélioré, il atteint 1 585. Par la suite, les recherches se sont orientées vers un modèle à deux 

compartiments P1 et P2 : 

  21 PPP    (III.20) 

 

Enfin, la fonction sigmoïde, associée au comportement allostérique, est intégrée dans la 

structure en deux composantes. Le sse atteint alors 1073. Notons que les valeurs exploitées 

ont été normalisées pour faciliter la modélisation, exceptées la concentration en pepsine 

lorsqu’elle intègre la fonction sigmoïde. Le tableau III.13 présente la progression de la 

démarche vers le modèle adéquat et leur sse, en fonction des simulations : 
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Conception du modèle Sse 

1 compartiment : f polynomiales (T°, [pep] et Taille)*P 
1 compartiment : f polynomiales (T°, Taille) et f ([pep] et P) d’ordre 1 
1 compartiment : f polynomiales (T°, Taille) et f sigmoïdes ([pep] et P) d’ordre 0,5 à 2,7 pour P 
2 compartiments : f linéaires (T°, [pep] et Taille)*P 
2 compartiments : f linéaires (T° et Taille)*P et sigmoïdes ([pep]) d’ordre 1 
2 compartiments : f polynomiales (T° et Taille)*P et sigmoïdes ([pep]) d’ordre 1 
2 compartiments : f polynomiales (Taille)*P et sigmoïdes ([pep]) d’ordre 1 
2 compartiments : f polynomiales (Taille)*P, sigmoïdes [pep] (n=1) et P (n1=2,5 et n2=1,6) 
2 compartiments : f polynomiales (Taille)*P, sigmoïdes [pep] (n=1) et P (n1=1,1 à 4,3 et n2=0) 

2133 
2135 

2126 à 1276 
1796 
1443 
1108 
1127 
1087 
1072 

Tab.III.13 : Description détaillée des recherches de modélisation de la déprotéinisation 

Le tableau III.13 montre une amélioration du sse par des modèles à deux compartiments et par 

l’introduction des fonctions sigmoïdes, appliquées à la concentration en pepsine et à la 

quantité de protéines. Le tableau III.13 ne montre qu’un échantillon des modèles testés à 

partir de nos observations, qui ont permis de préciser les constantes des fonctions sigmoïdes.  

 

Le modèle retenu comporte deux compartiments, chacun constitué : 

- d’une fonction polynomiale, associée à la taille, 

- d’une fonction de type Monod, associée à la concentration en pepsine, 

- d’une fonction sigmoïdes d’ordre n1=1,5 et n2=1,6, associée à la quantité de protéines. 

Soit (III.21) : 

  1

1

11

5252

52

885450
100330350 P

..[Pep]

[Pep]
²T.T..

dt

dP
..

.

P

P
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



  

  2

1

12

6.16.1

6.1

885100
800731091.10 P

..[Pep]

[Pep]
²T.T.

dt

dP

P

P
aa 





  

05.20)0(1 P , 241202 .)(P  , donc 29.32)0( P  (III.21) 

 

La température s’est révélée être négligeable pour cette modélisation. La quantité de protéines 

à l’instant t0 de l’hydrolyse enzymatique est estimée à 32,29 g/100 g par le modèle, tandis que 

les mesures observées en laboratoire se situent entre 29 et 38 g/100 g. Le modèle semble donc 

satisfaisant. Il est illustré par la figure III.30 : 

 
Fig.III.30 : Confrontation entre la déprotéinisation prédite et les mesures observées, sse = 1087 et rmse = 3,14 
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Le modèle sélectionné dépend principalement de la taille initiale des fragments de matière 

première et il est modulé par la concentration en pepsine. La température n’intervient pas, 

comme l’avait conclue l’analyse statistique de la section IV. Enfin, une allostérie négative 

semble limiter la déprotéinisation. Elle est liée à la quantité de protéines et plus exactement 

aux liaisons peptidiques, substrats de la pepsine. Elle est liée soit au manque d’accessibilité 

des liaisons peptidiques résiduelles, soit à une rétro-inhibition des peptides libérés. 

 

La présence de sites allostériques sur les enzymes a été mise en évidence dès 1963 par 

Monod, Changeux et Jacobs. Les effecteurs qui agissent sur ces sites ont soit un effet 

coopératif, soit inhibiteur (Monod et al. 1965). On distingue les effecteurs homotropes
19

 et 

hétérotropes, dont la nature différente du substrat implique une affinité inférieure (Koshland, 

1970). Ils affectent les cinétiques enzymatique comme l’illustre les figures III.31.a et III.31.b : 

 

 
Fig.III.31 : Effets inhibiteur et activateur selon l’affinité avec les effecteurs forte (a) ou faible (b) 

 

Fig.III.32 : Interaction et formation du complexe ENZYME-SUBSTRAT-EFFECTEUR 

L’existence de sites modulateurs à proximité du site actif est illustrée par la figure III.32. 

Lorsque l’effecteur comble le site modulateur, des changements de conformation modifient 

l’activité de l’enzyme. Atkins (2005) décrit la représentation classique de la vitesse de 

réaction enzymatique en fonction de la concentration en substrat comme étant une hyperbole. 

En présence d’effecteurs allostériques, la cinétique est représentée par une sigmoïde. Bien que 

certains inhibiteurs de la pepsine soient connus, telle que la globuline-11S (Rassam et Laing, 

2006) et la pepstatine (Fruton, 1976), peu d’études font part des effets allostériques. Turk 

(2006) évoque le rôle des glycosaminoglycanes sur la régulation de protéases telle que 

l’héparine sur des thrombines
20

. Or ces composés sont également des polysaccharides. 

                                                 
19

 De même nature que le substrat 
20

 Protéases responsables de la coagulation du sang 
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D’après la comparaison entre nos résultats et les modèles classiques, nous sommes en 

présence d’effets allostériques faibles à l’encontre de la protéolyse. Nous ne connaissons pas 

la nature des effecteurs. L’hypothèse la plus vraisemblable est d’être en présence d’effecteurs 

de nature protéique. Leur conformation partagerait des similitudes avec les acides aminés 

aromatiques reconnus par la pepsine. Par conséquent, le modèle sélectionné parmi tous les 

modèles étudiés est celui qui favorise l’effet allostérique associé à la quantité de protéines P, 

dans les deux compartiments. En poursuivant les investigations, un nouveau modèle basé sur 

la présence de l’allostérie uniquement dans le premier compartiment, a présenté un meilleur 

sse. Notons, lorsque la concentration en pepsine augmente de 15 % à 41 %, que le degré de 

déprotéinisation, après 6 h d’hydrolyse, augmente peu, de 91,3 % à 92,8 %. Ceci confirmerait 

l’hypothèse selon laquelle l’ajout de pepsine, au-delà d’un seuil, ne permette plus d’améliorer 

la déprotéinisation. Le modèle s’écrit alors : 
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28.21)0(1 P , 01.11)0(2 P , donc 29.32)0( P  (III.22) 

 

La figure III.33 illustre la confrontation entre le modèle et les valeurs observées :  

 
Fig.III.33 : Confrontation entre la déprotéinisation prédite et les mesures observées, sse = 1072 et rmse = 3,08 

L’équation III.22 s’avère conforme aux mesures observées (rmse = 3,08), notamment lorsque 

la concentration en pepsine augmente (Fig.III.33). Au regard des incertitudes de mesures, la 

déprotéinisation est donc correctement modélisée par une structure qui repose sur deux 

composantes. Chacune tient compte de l’effet de la taille des fragments de matière première 

d’après une structure polynomiale du 1
er

 et du 2
nd

 ordre, et de la concentration en pepsine, 

d’après une structure de type Monod. La fonction allostérique apparaît uniquement dans la 

première composante. 
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VI. Choix des conditions optimales 

Le choix des conditions de production de la chitine est guidé par un double objectif : atteindre 

les caractéristiques du polymère exigées par le cahier des charges d’une part, et maximiser la 

rentabilité du procédé d’autre part. On distingue plusieurs critères pour caractériser la qualité 

de la chitine. En premier lieu, ils concernent directement ou indirectement le degré de pureté 

de la chitine : 

- couleur apparente du produit extrait 

- teneur en minéraux résiduels 

- teneur en métaux lourd 

- teneur en humidité 

- rapport C/N 

- teneur en fraction insoluble 

  

Par exemple, le grade médical correspond aux teneurs résiduelles en minéraux et métaux 

lourds minimales (respectivement < 0,3 % et < 10 ppm). La couleur du produit doit tendre 

vers le blanc et le pH se situer autour de 7 (Annexe B). Les autres critères qualitatifs sont 

principalement : 

- le degré d’acétylation 

- le degré de polymérisation (paramètre lié à la viscosité) 

- l’indice de polymolécularité 

- l’indice de cristallinité 

 

Ces critères ont une importance variable en fonction du domaine d’application (Cf. Chapitre 

1.III). Nos produits ont tous présenté des degrés d’acétylation et de polymérisation élevés. 

Nous nous concentrerons donc sur le degré de pureté en chitine. Les impuretés sont en 

majorité des minéraux et des protéines. Or, nous disposons des modèles d’optimisation des 

degrés de déminéralisation et de déprotéinisation, établis à la section précédente.  

 

Les facteurs utilisés pour optimiser le degré de pureté en chitine modulent également le coût 

du procédé. Il s’agit de la consommation en enzyme, en énergie pour chauffer le temps de 

l’hydrolyse et celle liée au broyage des coproduits pour réduire leur taille. D’autres 

contraintes économiques affectent la rentabilité du procédé, telles que le prix de la matière 

première et les consommables (réactifs).  

 

Un compromis entre le degré de pureté maximal et le coût minimal doit être déterminé. Un 

modèle a donc été développé pour optimiser les conditions opératoires en tenant compte de 

l’ensemble des contraintes de rentabilité et de productivité. Ce modèle se décline en deux 

fonctions. 

 L’une est liée au prix de vente de la chitine, D, qui dépend de son degré de pureté. 

Cette fonction repose sur les deux modèles de déminéralisation et de déprotéinisation 

sélectionnés précédemment (équations III.18 et III.22). 

 La seconde fonction, C, est liée au coût du procédé. 

 

Le rapport des deux aboutit à la fonction J : 
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Où fdémin et fdéprot correspondent aux modèles sélectionnés précédemment ; R = 25 + P + M 

correspond au rendement massique de chitine. P et M correspondent respectivement la masse 

de protéines et de minéraux résiduels : 

 
100% 

R

P
P

 
100% 

R

M
M

 
(III.24) 

C est la somme des termes associés à chaque coût : elle tient compte de la durée d’hydrolyse, 

de la concentration en enzyme, de la granulométrie des fragments de matière première et le 

reste des paramètres est regroupé en un terme global (comprenant le prix des réactifs, de la 

matière première, des diverses consommations, etc.). D correspond à deux fonctions arc-

tangentes, associées à la déminéralisation et de la déprotéinisation. L’ensemble est multiplié 

par le rendement en chitine (Equation III.23). La fonction J est décrite par le graphique 

suivant: 

 

 
Fig.III.34 : Représentation du prix de vente de la chitine en fonction du coût de production (J) 

Nous avons fait le choix d’optimiser directement le paramètre « taille » en sélectionnant les 

fragments de cuticule inférieurs à 1 mm. La figure III.34 illustre en rouge les conditions pour 

optimiser la fonction J. Par conséquent, les conditions qui concilient les deux objectifs, 

requièrent 6 h d’extraction enzymatique par 25 % de pepsine à 40 °C (température non 

illustrée ici). Cette hydrolyse enzymatique servira de référence pour la suite de l’étude. 

 

 

VII. Composition de la phase liquide et balance massique 

VII.1. Bilan massique global des minéraux 
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À l’issue de l’hydrolyse enzymatique, la phase liquide est filtrée, neutralisée par de la soude 

pure, lyophilisée et stockée. L’analyse de la composition des produits révèle une teneur en 

humidité comprise entre 2 et 7 %. L’extrait sec est essentiellement composé de minéraux et 

des dérivés protéiques. La composition est analysée à partir des produits issus de l’hydrolyse 

de référence (25 % de pepsine, 40 °C, fragments inférieurs à 1 mm). La part de sels minéraux 

décroît au cours du temps de 75 à 65 %. Celle des protéines, estimée également par le dosage 

des acides aminés par CPG, croît de 7 à 13 % (Fig.III.35). Le reste est composé de glucides et 

de lipides. 

 

 
Fig.III.35 : Cinétique de la composition de la phase soluble – Hydrolyse de référence 

Les minéraux dissous lors de la réaction sont à l’origine d’une partie de la part minérale. 

L’ajout de soude pour la neutralisation de la phase soluble, constitue une seconde source de 

sels minéraux. D’après les équations des réactions chimiques (III.24 a à c), à partir de l’acide 

phosphorique et du carbonate de calcium, se forme soit du bis-dihydrogénophosphate de 

calcium (Ca(H2PO4)2), du phosphate de calcium de formule CaHPO4 (brushite) ou Ca3(PO4) 2  

(tricalcium phosphate). 

 CaCO3 + 2H3PO4  Ca(H2PO4)2 + CO2 + H2O (III.25.a) 

 CaCO3 + H3PO4  CaHPO4 + CO2 + H2O (III.25.b) 

 3CaCO3 + 2H3PO4  Ca3(PO4) 2 + 3H2O + 3CO2 (III.25.c) 

 

Les deux premières réactions aboutissent à la formation de composés solubles, contrairement 

à la dernière équation III.24.c. La première réaction est privilégiée afin de maintenir stable le 

pH acide. En effet, le pKa du couple H3PO4/ H2PO4 est proche de 2. La quantité de H3PO4 est 

introduite en léger excès (de l’ordre de 0,5 ml) par rapport aux conditions stœchiométriques 

de la première équation. 

 

À l’issue du procédé d’extraction enzymatique, la phase soluble est neutralisée par ajout de 

NaOH pur (10 N). La réaction de neutralisation s’écrit de la manière suivante : 

 Ca(H2PO4)2 + NaOH  CaHPO4 + Na2HPO4 + 2H2O (III.26) 
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Lorsque 1 g de CaCO3 est initialement présent dans la matière première, la quantité d’espèces 

minérales atteint 2,6 g après neutralisation. Pour cette quantité de CaCO3, seulement 0,1 ml/g 

de NaOH est nécessaire pour accomplir la réaction III.25. La quantité de soude ajoutée est 

généralement supérieure, de l’ordre de 0,4 à 0,8 ml/g. L’excès de NaOH se trouve également 

dans la phase liquide. La quantité des minéraux accumulés dans la phase soluble (produits par 

l’hydrolyse enzymatique, la neutralisation et l’excès de NaOH), est largement supérieure à la 

celle des minéraux résiduels dans la phase insoluble. La figure III.36 illustre d’une part l’écart 

d’ordre de grandeur entre les deux phases et d’autre part, la différence de comportement des 

quantités de minéraux au fur et à mesure de l’extraction. 

 

 
Fig.III.36 : Quantités de minéraux dans les phases solubles et insolubles au cours de la réaction 

La figure III.36 montre un facteur 40 entre la quantité de minéraux dans la phase soluble et 

insoluble. Elle semble stable, autour de 4,1 g. Les apports en minéraux liés aux différentes 

réactions masquent l’évolution liée à l’hydrolyse enzymatique. 

 

Toutefois les quantités mesurées en minéraux dans la phase soluble sont en accord avec les 

quantités attendues. Pour une prise d’essais de l’ordre de 5 g, soit près de 4,3 g sec, on attend 

0,9 à 1,1 g de CaCO3 à dissoudre dans la phase soluble. D’autre part, l’apport en minéraux 

associés à l’acidification du milieu et à la neutralisation, est estimé à près de 3,1 g, si les 

conditions stœchiométriques sont respectées. Enfin, l’excès de NaOH pur (10 N) s’ajoute au 

bilan des minéraux. Il est généralement de l’ordre de 0,8 à 1,1 g. Par conséquent, la quantité 

accumulée de minéraux dans la phase soluble devrait être comprise entre 3,9 et 4,2 g. Les 

valeurs observées corroborent celles calculées. 

 

VII.2. Bilan massique global des protéines 

Le bilan massique concernant les protéines est également étudié. La figure III.37 présente les 

quantités massiques de protéines dans chaque phase pour 5 g de matière première, soit 4,3 g 

en poids sec. Ces résultats concernent la cinétique de référence, par 25 % de pepsine à 40 °C. 
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Fig.III.37 : Quantités de protéines dans les phases solubles et insolubles au cours de la réaction 

La quantité de protéines dans la phase soluble, estimée par CPG, augmente avec la durée de 

l’extraction enzymatique de la chitine. Tandis que la quantité de protéines dans le résidu 

insoluble suit l’évolution inverse, elle décroît avec la durée de la réaction (Fig.III.37). La 

somme des deux parts protéiques est relativement constante et correspond approximativement 

à la quantité de protéines présentent dans la matière première. Pour la quantité de prise d’essai 

introduite, la quantité totale de protéines devrait être autour de 1,7 g. Les résultats observés 

sont proches de cette valeur.  

 

VII.3. Bilan massique global des autres composés 

Les autres composés étudiés sont les résidus glycosidiques et les lipides. Leur quantité a été 

mesurée uniquement dans la phase soluble du produit de 6 heures d’hydrolyse enzymatique 

(triplicat). Les résultats obtenus sont reportés dans la figure III.38, au coté des quantités de 

protéines et de minéraux. Ainsi, le bilan massique de la phase soluble peut être vérifié : 

 

 
Fig.III.38 : Composition de la phase soluble après 6 h d’extraction enzymatique (cinétique de référence) 
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La figure III.38 montre que la part la plus importante est celle des minéraux, qui atteint 

65,3 %. Suit celle des acides aminés avec 23,5 ± 1,0 %. La teneur en résidus glycosidiques 

totaux atteint 5,7 ± 0,8 %. La composition exacte de ces résidus a été déterminée par 

chromatographie et leur répartition sera discutée dans le chapitre 4 (section IV.3). La quantité 

totale de résidus glycosidiques serait trois fois supérieure dans la phase soluble après 6 h 

d’hydrolyse, par rapport à la quantité présente dans la matière première. D’autres mesures par 

dosage de Dubois, non illustrées ici, indiquent que cette quantité d’oses est produite dès les 

premières minutes de l’extraction enzymatique, puis demeure stable. Enfin, la proportion de 

lipides représente 2,7 ± 0,3 %. L’analyse détaillée de la part lipidique est également 

approfondie dans le chapitre 4 (section IV.4).  

 

La somme des quantités mesurées dans la phase soluble présente un écart de près de 2,8 % 

avec le poids observé. Cette valeur est considérée comme inclue dans l’incertitude, ce qui 

signifie que le bilan sur la phase soluble est vérifié. 

 

 

VIII. Extension à une autre enzyme et un autre acide 

Afin d’étendre nos connaissances sur le potentiel de l’extraction enzymatique de la chitine en 

une seule étape, le même principe est appliqué à un nouvel acide associé à une nouvelle 

enzyme. Il s’agit de l’acide formique (appelé également éthanoïque), HCOOH, et l’enzyme 

est l’Acide Stable Protéase, nommée ASP. Elle est fournie par Bio-Cat Inc et dérive d’une 

enzyme extraite d’Aspergillus niger. Ses caractéristiques sont décrites par la figure III.39 : 

 

 
Fig.III.39 : Caractéristiques techniques de l’Acide Stable Protéase, analysées par Bio-Cat Inc 

À la différence de la pepsine, l’activité de l’ASP est optimale autour de pH 3 et vers 55 °C. À 

ce pH, l’acidité est également importante. À 55 °C, d’après les études sur la chitosanolyse par 

d’autres protéases (Fig.III.6), le chitosan est dépolymérisé. La température sélectionnée pour 

mener l’extraction enzymatique est donc légèrement inférieure, elle est fixée à 45 °C. 
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Le même principe d’effet tampon entre le carbonate de calcium présent dans le substrat et 

l’acide est exploité pour stabiliser le pH du milieu. L’acide formique qui réagit avec le CaCO3 

est un acide faible, contrairement à l’acide phosphorique qui était un acide fort. Pour établir la 

quantité d’acide formique nécessaire, on utilise la formule III.27 : 

 pH = pKa + log [base]/[acide] (III.27) 

La formule III.27 sert à calculer la concentration d’acide formique à introduire pour obtenir le 

pH souhaité. En effet, le pKa de la réaction III.28 se situe autour de 3,8. Par conséquent, nous 

ne cherchons pas à atteindre les conditions stœchiométriques. Un pH plus acide pour favoriser 

la déminéralisation est recherché. 

 CaCO3 + 2HCOOH → Ca(HCO2)2 + CO2 + H2O (III.28) 

Le pH visé est de 2,7 et la concentration en « base » est assimilée à la quantité de CaCO3 dans 

la matière première. La mise en œuvre de l’extraction enzymatique est identique au protocole 

antérieur. Pour la même prise d’essai de 5 g, la concentration en HCOOH est de 2,7 M (pour 

rappel, elle était de 0,9 M pour l’acide phosphorique). 

 

L’effet de l’acide seul, sans incorporation d’enzyme, est d’abord évalué et comparé à celui de 

l’acide phosphorique, de 7 à 360 min (Fig.III.40. a, b et c). 
 

 

  
Fig.III.40 : Comparaison du rendement massique (a), de la quantité de minéraux résiduels (b) et des protéines 

résiduelles (c) en fonction de l’acide employé 
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La masse finale après traitement par l’acide formique est similaire à celle obtenue par le 

traitement à l’acide phosphorique, 58,2 et 59,5 g/100 g de matière première respectivement. 

Cependant les cinétiques observées sont différentes.  

 

Pour l’acide formique, la vitesse de perte de masse est plus rapide. À 7 min d’acidification, la 

masse éliminée par le H3PO4 est de 27,6 % tandis que le HCOOH élimine 38,2 % de la 

matière. Cette différence est due à l’élimination des minéraux d’après la figure III.40.b. À 

7 min d’acidification, les quantités résiduelles de minéraux sont de 10,2 et 1,0 g/100 g 

respectivement par H3PO4 et HCOOH. Pour 360 min d’hydrolyse, les valeurs observées sont 

proches (0,5 et 0,6 g/100 g respectivement). Au contraire les pertes de protéines, déterminées 

également par CPG, présentent des cinétiques similaires. À 7 min d’acidification, les produits 

contiennent respectivement 28,7 g/100 g et 30,7 g/100 g. Cependant, le traitement par l’acide 

formique semble favoriser davantage la déprotéinisation (≈ 20 g/100 g de protéines 

résiduelles) contrairement à l’acide phosphorique qui semble stabiliser la quantité de 

protéines autour de 28 g/100 g.  

 

Les meilleurs résultats offerts par l’acide formique sont probablement liés à sa forte 

concentration. En effet, elle est trois fois supérieure à la concentration en acide phosphorique 

(2,7 M contre 0,9 M). La composition des produits à 7 min sert de point de départ pour 

l’étude de la cinétique d’hydrolyse (t = 0). 

 

Les rendements massiques et les compositions des produits issus de la cinétique d’hydrolyse 

enzymatique, par 25 % d’ASP en milieu maintenu acide par HCOOH, sont illustrés par la 

figure III.41. La réaction a été appliquée aux fragments de matière première < 1 mm, à 45 °C, 

à pH 2,7 : 

 

 
Fig.III.41 : Composition des résidus solides de l’hydrolyse par 25 % d’ASP à 45 °C, pH 2,7 

Le rendement massique décroît en deux heure de 61,8 à 30,7 g/100 g. Puis la perte de matière 

devient extrêmement lente, jusqu’à atteindre 27,0 g/100 g après 360 min d’hydrolyse. La 

déminéralisation est extrêmement rapide, dès 10 min d’extraction, la quantité résiduelle de 

minéraux est inférieure à 1 g/100 g. La cinétique de déprotéinisation est plus lente et limite 
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donc celle du rendement massique. La quantité résiduelles de protéines est de 1,0 g/100 g 

après 360 min d’extraction enzymatique. Par le lavage chimique à la soude, l’estimation du 

degré de pureté montre une augmentation au fur et à mesure de l’extraction, pour atteindre 

90,4 % à 360 min. La figure III.42 compare cette composition à celle obtenue par son 

hydrolyse homologue, par 25 % de pepsine. Chaque expérience a été réalisée en triplicat. 

 

   
Fig.III.42 : Comparaison des performences d’extraction enzymatique selon l’acide employé, de part les degrés 

de déminéralisation et de déprotéinisation (a), le rendement massique et la quantité de chitine (b), n=3 

La figure III.42.a montre que la déminéralisation n’est pas significativement différente par 

l’acide phosphorique et l’acide formique, après 6 h d’extraction enzymatique, elle atteint 

respectivement 98,9 ± 0,3 % et 98,8 ± 0,3 %. La déprotéinisation aboutit à une meilleure 

performance par le HCOOH avec 97,4 ± 0,5 % des protéines soutirées de la phase insolubles, 

contre 93,9 ± 0,8 % par le H3PO4. On constate également une différence de rendement 

massique en fonction de l’acide employé. Elle peut s’expliquer par la différence de degré de 

déprotéinisation et par une éventuelle perte de chitine. Selon la figure III.42.b, la quantité de 

chitine dans le produit de 6 h, estimée par le lavage chimique, est légèrement inférieure par 

l’acide formique, avec 25,2 ± 0,2 g/100 g, contre 26,8 ± 0,2 g/100 g par l’action de l’acide 

phosphorique. Pour approfondir l’étude de l’impact de l’acide formique, l’extraction est 

prolongée jusqu’à 12 heures (Tab.III.14). 

 
Produits  
D’hydrolyse  

Rdt massique Minéraux Protéines Degré de pureté 

% σ (g) σ % éliminé (g) Σ % éliminé Bilan NaOH Σ 

pep25% - H3PO4 
– 6 h  

30,7 ±0,4 0,3 ±0,3 98,9 3,3 ±0,8 91,7 88,0 % 87,2 % ±1,5 

pep25% - H3PO4 
– 12 h  

26,4 ±0,5 0,4 ±0,3 98,5 1,0 ±0,1 95,0 94,5 % 88,1 % ±2,0 

ASP25% HCOOH 
– 6 h  

27,9 ±0,7 0,3 ±0,1 98,8 1,0 ±0,5 97,4 95,2 % 90,4 % ±1,2 

ASP25% HCOOH 
– 12 h  

27,3 ±0,9 0,2 ±0,0 99,3 0,9 ±0,1 97,7 95,2 % 91,7 % ±1,9 

Tab.III.14 : Comparaison des caractéristiques des produits insolubles obtenus par hydrolyse enzymatique, par 

la pepsine et par l’ASP, après 6 h et 12 h de réaction 

La différence de rendement massique entre l’action de H3PO4 et HCOOH est rattrapée lorsque 

la durée de l’hydrolyse est poursuivie 12 h. Le rendement massique à 12 h, par le H3PO4, avec 

26,4 g/100 g, demeure inférieur à celui obtenu par le HCOOH, qui atteint 27,3 g/100 g.  

 

La déminéralisation n’est pas améliorée par l’augmentation de la durée d’hydrolyse de 6 h à 

12 h lorsque l’acide phosphorique est utilisé. En revanche avec l’acide formique, 

0 

20 

40 

60 

80 

100 

Minéraux éliminés Protéines éliminées 

D
e

gr
é

 d
'é

lim
in

at
io

n
 (

%
) 

0 

10 

20 

30 

40 

50 

60 

Rdt massique Qté chitine  

Q
u

an
ti

té
 e

n
 g

/1
0

0
g 

H3PO4 

HCOOH 

a) b) 



Chapitre 3 – L’hydrolyse enzymatique en une seule étape par protéolyse acide 

138   

l’augmentation de la durée de protéolyse acide semble améliorer légèrement le degré de 

déminéralisation, qui atteint 99,3 % à 12 h. 

 

La déprotéinisation par la pepsine est améliorée par le prolongement de la protéolyse acide. 

Elle augmente de 91,7 à 95,0 % lorsque la durée est allongée de 6 h à 12 h. La 

déprotéinisation par l’ASP avec l’acide formique se maintient autour de 97,4 % au-delà de 6 h 

de protéolyse acide. De plus, ses performances demeurent plus intéressantes par rapport à 

l’emploi de la pepsine avec l’acide phosphorique. 

 

L’estimation du degré de pureté par au lavage chimique, ne semble pas être amélioré 

significativement par l’augmentation de la durée d’hydrolyse à 12 h. Par ailleurs, le tableau 

III.14 permet de comparer cette méthode à celle du bilan de masse. Le résultat est 

systématiquement inférieur par la méthode de nettoyage chimique par le NaOH. Ceci 

indiquerait que cette méthode est trop drastique pour ces produits et entrainerait une partie de 

la chitine. Quelle que soit la méthode, le degré de pureté est amélioré par l’emploi de l’acide 

formique et d’ASP, pour un même temps d’hydrolyse. 

 

Pour conclure, l’utilisation de l’acide formique avec l’ASP est avantageuse par rapport à 

l’acide phosphorique avec la pepsine lorsque la protéolyse acide dure 6 h. Le rendement 

massique, la déprotéinisation et le degré de pureté sont améliorés. Cet avantage s’amenuise 

lorsque la durée d’hydrolyse se poursuit jusqu’à 12 h. Par ailleurs, au regard de la cinétique, 

l’utilisation de l’acide formique se révèle intéressante pour réduire davantage la durée du 

procédé. 
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IX. Conclusions du chapitre 3 

L’objectif de ce chapitre était d’étudier les paramètres susceptibles d’influencer les cinétiques 

de purification de la chitine. L’effet du milieu acide a d’abord été suivi seul, en guise 

d’expérience témoin. Les fragments d’exosquelette de crevettes de taille intermédiaire ont été 

immergés dans l’acide phosphorique (H3PO4) pendant 6 h, sous agitation à 40°C. Puis, pour 

mener la déprotéinisation, la pepsine a été ajoutée. L’influence de sa concentration, ainsi que 

celle de la température et de la taille initiale des fragments de matière première, ont été étudié 

dans le cadre d’un plan d’expérience.  

 

Les résultats ont mis en évidence le rôle de l’acide phosphorique seul sur la déminéralisation, 

avec 98,1 % des minéraux éliminés après 6 h, et très faiblement sur la déprotéinisation, avec 

28,2 % des protéines éliminées dès les premières minutes. L’ajout de pepsine améliore plus 

ou moins la déminéralisation tandis que la déprotéinisation est nettement améliorée. Les 

meilleures performances du plan d’expérience sont obtenues lorsque les tailles des fragments 

de matière première sont les plus réduits et que la concentration en enzyme est la plus élevée 

(Tab.III.15). Toutefois, les écarts mesurés suite à la répétition des conditions intermédiaires 

sont importants et une analyse plus approfondie a été menée. 

 

L’analyse statistique a confirmé le rôle prédominant de la taille des fragments de matière 

première sur la déminéralisation et la déprotéinisation. D’après Marquis-Duval (2008), une 

réduction inférieure à 1 mm n’entraîne plus de modification notable de la cinétique de 

déminéralisation. Cependant, l’expérience pourrait être menée pour estimer son impact sur la 

cinétique de déprotéinisation. De plus, une analyse de la morphologie et de la surface de 

contact des fragments nous conduirait à une meilleure maîtrise de l’accessibilité des sites à 

hydrolyser aux protéases. 

 

Par rapport à ce facteur taille, l’influence de la concentration en pepsine sur la 

déprotéinisation et celle de la température sur la déminéralisation sont moindres. Ces résultats 

montrent la difficulté à déprotéiniser complètement la chitine. Le domaine d’étude a été 

étendu pour améliorer les performances de déprotéinisation (Tab.III.15). 

 

 
Tab.III.15: Récapitulatifs des performances atteintes après 6 h de protéolyse acide 

L’augmentation de la concentration en pepsine permet d’éliminer davantage les impuretés 

liées à la chitine. Cependant, la quantité de pepsine ajoutée au-delà de 25 % devient très 

importante par rapport à la faible amélioration des performances. La durée d’hydrolyse a 

également été allongée jusqu’à 12 h. Le degré de pureté en chitine est alors estimé via le 

 

 

Rdt massique 

Déminéralisation 

Déprotéinisation 

Degré de pureté (NaOH) 

Rapport C/N 

  

Plan d'exp 
(intermédiaire) 

37,9 ± 1,5 % 

97,2 ± 1,8 % 

85,5 ± 3,3 % 

68,9 ± 2 % 

5,1 ± 0,3 

Plan d'exp 
(15%; <1mm) 

32,9 - 33,5% 

99,5 - 98,5 % 

86,3 - 92,4 % 

76,5 - 83,9 % 

5,8 - 5,9 

Hors plan d'exp 
(40°C; 25%; <1mm) 

30,7 % 

98,9 % 

91,7 % 

87,2% 

5,7 

Hors plan d'exp 
(40°C; 41%; <1mm) 

28,0 % 

99,3 % 

92,8 % 

93,1 % 

6,2 
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lavage au NaOH à 88,1 ± 2,0 % et le rendement massique est de 26,4 g/100 g. La pureté en 

chitine est donc faiblement améliorée par rapport à l’hydrolyse de 6 h, tandis que la perte de 

matière est plus importante. Les protéines semblent être davantage éliminées, d’après le degré 

de déprotéinisation qui est de l’ordre de 95 %.  

 

À partir de l’ensemble des données, un travail de modélisation a été entrepris pour affiner les 

tendances indiquées par les précédents résultats. La démarche a consisté à construire des 

modèles à partir de nos connaissances et à les confronter aux résultats réellement mesurés.  

 

Le modèle retenu pour la déminéralisation est une addition de structures polynomiales 

associée à chaque facteur, multipliée par la quantité de minéraux et par une fonction linéaire 

associée aux mêmes minéraux : 

MpeppepTTTTM
dt

dM
aa  ]²)[68.0][02.0²33.119.0²89.065.11()53.41(05.0

 (III.18) 

Le modèle retenu pour la déprotéinisation est divisé en deux compartiments. Chacun 

comprend une fonction de type Monod associé à la concentration en pepsine. L’influence de 

la taille des fragments de matière première est formalisée par une fonction polynomiale du 

2
ème

 ordre dans le premier compartiment et du 1
er

 ordre dans le second. Enfin, une fonction 

allostérique intervient dans le premier compartiment. Elle traduit une opposition à la 

déprotéinisation à mesure que la durée de protéolyse acide s’écoule : 
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À partir de ces modèles et en tenant compte des contraintes économiques du procédé, un outil 

a été développé pour déterminer ses conditions optimales. Elles consistent à trouver un 

équilibre entre la purification maximale de la chitine et le coût minimal de sa production. 
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Les conditions retenues pour la suite de cette étude correspondent donc à l’hydrolyse conduite 

par 25 % de pepsine à 40°C à partir de taille de fragment inférieurs à 1 mm. La phase liquide 

récupérée après 6 h d’hydrolyse contient 65,3 % de minéraux, 23,5% de protéines, 2,7 % de 

lipides et 5,7 % de sucres. 

 

Devant la difficulté à déprotéiniser, une nouvelle enzyme a été testée, l’Acide Stable Protéase. 

Un autre acide a été employé pour obtenir également un pouvoir tampon proche du pH 

d’activité optimale de l’ASP. Il s’agit de l’acide formique. L’effet de l’acide seul aboutit à des 

cinétiques de déminéralisation et déprotéinisation plus rapides. La protéolyse acide de 6 h 

permet d’atteindre un degré de pureté en chitine de 90,4 % d’après le lavage au NaOH et un 

degré de déminéralisation de 98,8 %. Ces performances sont proches de celles obtenues par la 
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pepsine à la même concentration. En revanche, la déprotéinisation semble être améliorée, elle 

atteint 97,4 %. En allongeant la durée de protéolyse acide à 12 h, le degré de déprotéinisation 

demeure du même ordre de grandeur. 
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I. Performances de déminéralisation et de déprotéinisation 

I.1. Comparaison avec l’extraction chimique 

L’hydrolyse enzymatique est comparée à l’extraction chimique, selon le protocole détaillé au 

chapitre 2 II.1, en guise de référence. Pour rappel, il s’agit d’une heure de déminéralisation 

par HCl 1 N à température ambiante, suivie de deux heures de déprotéinisation par NaOH 

1,25 N à 90 °C. D’autre part, les caractéristiques de la composition de la chitine commerciale 

étaient décrites par le tableau II.8. Par exemple, les teneurs en minéraux et en protéines 

atteignent respectivement 0,5 % et 0,3 % pour le produit de haut degré de pureté fourni par 

Sigma, et 4,2 % et 0,9 % pour le produit fourni par Mahtani. 

 

Le produit de la déminéralisation chimique (par traitement au HCl) est caractérisé par une 

teneur en minéraux résiduels de 0,4 %, puis de 25,3 % et 32,3 % de protéines et chitine 

respectivement. Le produit de la déprotéinisation chimique (par traitement au NaOH) se 

caractérise par une faible teneur en protéines résiduelles, 0,5 %, puis 26 % et 31,6 % de 

minéraux et chitine respectivement (Fig.IV.1). 

 

 
Fig.IV.1 : Conséquence de la déminéralisation et déprotéinisation chimique sur la composition des produits 

La figure IV.1 exprime les quantités des principaux composés (chitine, protéines et minéraux) 

déterminées suite à l’application de chacune des deux étapes de l’extraction chimique, 

réalisées indépendamment. Le traitement acide seul, par HCl 1 M à température ambiante, 

déminéralise 98,5 ± 0,1 % des minéraux initialement présents. À cette étape, 36,8 ± 4,3 % des 

protéines sont également éliminées. Le traitement alcalin chimique seul, par NaOH 1,25 M à 

90 °C, est responsable de la perte de 98,8 ± 0,3 % des protéines et 8,9 ± 1,6 % des minéraux. 

La composition finale, suite aux deux étapes successives, se caractérise par des degrés de 

déminéralisation et de déprotéinisation de 99,6 ± 0,1 % et 99,5 ± 0,4 % respectivement. 
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I.1.1. Degré de déminéralisation 

La comparaison des performances de déminéralisation entre les différentes hydrolyses 

enzymatiques et l’extraction chimique est illustrée par la figure IV.2 : 

 

 
Fig.IV.2 : Comparaison des degrés de déminéralisation en fonction des procédés d’extraction 

La figure IV.2 montre que toutes les conditions d’hydrolyse permettent d’atteindre un degré 

de déminéralisation élevé. La déminéralisation la plus faible est observée avec l’hydrolyse 

enzymatique de 6 h par 10 % de pepsine, dont le degré de déminéralisation est de 97,2 %. À 

l’inverse, l’extraction chimique présente le meilleur degré de déminéralisation, avec 99,6 %. 

Cette performance constitue un objectif pour nos procédés, cependant une tolérance peut être 

accordée. Au regard de la littérature et de cahiers des charges de chitine commerciale, le seuil 

est de 1 % de minéraux résiduels. Pour nos produits, cette quantité correspond à un degré de 

déminéralisation de 99,0 ± 0,2 %. 

 

Compte tenue des incertitudes, presque toutes les hydrolyses remplissent cet objectif, 

exception faites des extractions par 10 % et 15 % de pepsine. L’hydrolyse de 12 h par 25 % 

de pepsine affiche également une faible déminéralisation, 98,3 %, par rapport aux autres 

hydrolyses, notamment par rapport à son homologue de 6 h. Ceci semble contradictoire et 

montre que la comparaison entre ces performances est limitée par les incertitudes de mesures 

et les faibles écarts entre les hydrolyses. 

 

Le tableau IV.2 souligne également le potentiel de l’hydrolyse par l’ASP en acide formique. 

Les degrés de déminéralisation atteignent 98,8 % et 99,3 %, après 6 h et 12 h d’extraction 

enzymatique respectivement. L’expérience de l’hydrolyse par la pepsine en acide formique a 

également été menée. Cependant, les résultats (non décrits ici) se sont révélés moins 

intéressants. 
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I.1.2. Degré de déprotéinisation 

La même démarche est appliquée pour comparer les degrés de déprotéinisation des produits 

de référence (Fig.IV.3) : 

 

 
Fig.IV.3 : Comparaison des degrés de déprotéinisation en fonction du procédé d’extraction 

La figure IV.3 présente des degrés de déprotéinisation compris entre 89,3 et 97,7 % lorsque 

l’extraction de la chitine est menée par voie enzymatique. Tandis que l’extraction chimique 

aboutie à 99,5 % de protéines éliminées. Contrairement à la déminéralisation, le seuil de 99 % 

n’est atteint par aucune hydrolyse enzymatique. 

 

Comme les modèles précédemment établis le soulignaient, la déprotéinisation est favorisée 

par l’augmentation de la concentration en enzyme. La figure IV.3 illustre ce phénomène avec 

une évolution du degré de déprotéinisation de 89,3 à 94,7 lorsque la concentration en pepsine 

varie de 10 à 41 %.  

 

Les degrés de déprotéinisation de trois hydrolyses se détachent nettement des autres. Il s’agit 

de l’hydrolyse de 12 h par 25 % de pepsine et les deux hydrolyses par l’ASP. Elles ne 

présentent pas de différences significatives entre elles et offrent les meilleures performances 

de déprotéinisation, supérieures à 97 %. Néanmoins, les contraintes de coûts invitent à éviter 

les longues durées de production (Chapitre 3.VI). En effet, le doublement de la durée 

d’hydrolyse double également la consommation énergétique. Par conséquent, l’hydrolyse de 

6 h par l’ASP est la plus intéressante et la plus proche des performances de l’extraction 

chimique. 

 

L’acide formique est également autorisé comme additif alimentaire. Il est nommé E 236 dans 
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la nomenclature européenne. Comme pour l’acide phosphorique, le contact avec une matrice 

alimentaire est autorisé. Par exemple, des fournisseurs chinois et indiens proposent de l’acide 

phosphorique et formique à des prix de l’ordre de 850 à 1000 USD/tonnes et de 100 à 800 

USD/tonnes respectivement (Source Web, comparaison de plusieurs fournisseurs). 

 

Pour les hydrolyses de 12 h par 25 % de pepsine et de 6 h et 12 h par l’ASP, la quantité de 

protéines résiduelles est inférieure à 6 %. Bien que cette quantité soit au-dessus des seuils 

généralement fixés pour commercialiser la chitine, elle est relativement faible. De plus, le 

chitosan et la glucosamine sont davantage commercialisés que la chitine. Or ils subissent 

d’autres réactions, au cours desquelles il est possible d’abaisser encore la charge protéique. 

 

I.2. Comparaison avec d’autres procédés d’extraction biologique 

La section précédente met en évidence des performances médiocres en déprotéinisation de 

l’hydrolyse enzymatique par la pepsine par rapport à l’extraction chimique. Qu’en est-il vis-à-

vis des performances obtenues par des procédés biologiques similaires ? Parmi ces procédés, 

on distingue l’ensilage, de la fermentation et de l’hydrolyse enzymatique directe. L’ensilage 

est un mode de fermentation naturel. Les conditions de pH et de température y sont libres, 

contrairement aux autres fermentations dont les paramètres sont davantage contrôlés. Le 

chapitre 1.VI décrit des exemples de fermentation, lesquels vont être comparés aux résultats 

de cette étude. 

 

Nous avons regroupé différentes performances d’extractions biologiques dans le tableau 

IV.11. Elles sont principalement extraites de l’étude de Xu et al. (2008) et complétées par des 

études postérieures. Quand ils sont connus, leur degré de déminéralisation, de déprotéinisation 

et la durée du traitement sont comparés. De surcroît, le tableau classe les procédés en fonction 

du type et du nombre d’étape. En effet, la plupart des procédés biologiques sont complétés par 

un traitement chimique afin de purifier la chitine. Or, le nombre d’étapes impacte directement 

le rendement de production. 

 
Source Réactifs, enzyme, 

microorganismes 
Degré d’élimination Durée Littérature 

Déprotéinisation Déminéralisation 

ENSILAGE 
Nephrops norvegicus 
déminéralisé 
 
Penaeus sp. 
 
FERMENTATION 
Shrimp 
 
Procambarus clarkii 
(langouste prétraitée) 
Procambarus clarkii 

 
Nephrops norvegicus 
 
 

 
Stabsil®, 
S. faecium M74 
P. acidilactici, … 
Lactobacillus sp. B2 
 
 
Lactocobacillus plantarum 541 
 
Lactobacillus paracasei A3 
 
Lactobacillus pentosus 4023 
immobilisés 
Sil-Al x 4

TMA
, S. faecium M74, L. 

plantarum, L. salivarius, P. 
acidolactici 

 
40 % 

 
 

85 % 
 
 

75 % 
 

94 % 
 

81,5 % 
 
/ 
 
 

 
/ 
 
 

87,6 % 
 
 

86 % 
 

97,2 % 
 

91,2% 
 

93,8 % 
 
 

 
7 jours 

 
 

6 jours 
 
 
/ 
 

3 jours 
 

2,1 jours 
 

7 jours 
 
 

 
Healy et al 

(1994) 
 

Cira et al 
(2002) 

 
Rao et al. 

(2000) 
Cremades et 

al. (2001) 
Bautista et 
al. (2003) 

Healy et al. 
(2003) 
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Chionoecetes 
japonicus 
Penaeus monodon 
 
Penaeus monodon 
 
Metapenaropsis 
dobsoni 
 
Chionoecetes 
japonicus 
 
Penaeus monodon 
 
Crangon crangon 
prétaité 
 
Penaeus vannamei 
 
PROTEOLYSE 
+ chimie 
Penaeus vannamei 

L. paracasei sp. tolerans KCTC-
3074 
Bacillus licheniformis 
 
P. acidolactici CFR2182 
 
Bacillus subtilis 
 
 
L. paracasei sp. tolerans KCTC-
3074, Serratia marscens FS-3 
 
Enrichissement culture GM, L. 
casei MRS1 
Enrichissement culture GM, L. 
casei MRS1 
 
Bactéries lactiques 

 
 
 
Papaïne 

52,6 % 
 

98,1 % 
 

97,9 % 
 

84 % 
 
 

68,9 % 
 
 

97,4 % 
 

90,8 % 
 
 

91 % 
 
 
 
/ 

97,2 % 
 

98,9 %
 

 
72,5 % 

 
72 % 

 
 

94,3 % 
 
 

99,6 % 
 

99,7 % 
 
 

94 % 
 
 
 
/ 

7 jours 
 

2 jours 
 

3 jours 
 

15 jours 
 
 

12 jours 
 
 

4,8 jours 
 

4 jours 
 
 

6 jours 
 
 
 
/ 

Jung et al. 
(2006) 

Waldeck et 
al. (2006) 

Bhaskar et al. 
(2006) 

Sini et al 
(2007) 

 
Jung et al. 

(2007) 
 

Xu et al. 
(2008) 

Xu et al. 
(2008) 

 
Pacheco et 
al. (2009) 

 
 

Gartner 
(2010) 

Tab.IV.1 : Comparaison des performances d’extraction de la chitine par voies biologiques, Xu et al. 2008 

Les meilleurs degrés de déminéralisation et déprotéinisation cités par Xu et al (2008) sont 

ceux obtenus par Waldeck et al. (2006). Cette extraction est le fruit d’une fermentation de 

deux jours, par des bactéries extraites de coproduits de crevettes et sélectionnées pour leur 

activité protéolytique. Le degré de déprotéinisation atteindrait 98,1 %, mesuré par le dosage 

de Lowry. Puis, suite à une étape complémentaire d’acidification, par l’ajout d’acide lactique 

à 0,9 %, le degré de déminéralisation atteindrait 98,9 % après 3 h. Cependant, à la lecture de 

la dite référence, ces valeurs semblent correspondre à un autre mode opératoire. De plus, le 

degré de pureté en chitine, estimé via la teneur en nitrogène, est de 87 %, par conséquent les 

bilans massiques de ces expériences ne semblent pas vérifiés (Waldeck et al. 2006). 

 

La fermentation lactique expérimentée par Bhaskar et al. (2006) est efficace sur le plan de la 

déprotéinisation, avec 97,9 % de protéines éliminées. Cependant, la déminéralisation, aidée 

par aucun complément acide, ne dépasse pas 72,5 % de minéraux éliminés. Les meilleures 

performances semblent être celles obtenues par Xu et al (2008), dont le principe est basé sur 

une fermentation anaérobie suivie d’une fermentation lactique. Le degré de déminéralisation 

atteint son plus haut niveau lorsque le pH descend au plus bas. Par exemple, 80 % du calcium 

est dissout lorsque le pH diminue jusqu’à 3,9, avant la seconde étape de fermentation. Les 

teneurs en protéines sont mesurées par la méthode de Kjeldahl, après soustraction de l’azote 

théorique associé à la chitine. Ce résultat est ensuite confirmé par comparaison avec le dosage 

de Bradford (Cf. chapitre 2). La quantité de chitine est également déterminée par purification 

chimique. Les degrés de déminéralisation et de déprotéinisation atteignent jusqu’à 99,6 % et 

97,4 % respectivement. La durée du procédé est inférieure à 5 jours, ce qui place ce traitement 

d’extraction biologique parmi les plus courts. De plus, le degré de pureté en chitine obtenu est 

de l’ordre de 94 %, ce qui constitue la meilleure performance de degré de pureté parmi les 

procédés biologiques d’extraction de chitine. 
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Au regard des variations des quantités de protéines mesurées en fonction de l’analyse 

employée, la comparaison des degrés de déprotéinisation est une démarche délicate et doit 

rester prudente. La comparaison des degrés de déminéralisation repose sur des données plus 

solides. Cette opération atteint facilement le seuil de 99 % dès lors où l’étape d’acidification 

est menée, soit en même temps que la déprotéinisation, soit en complément. Parmi les 

procédés en une seule étape, l’action des bactéries lactiques permet d’atteindre des degrés de 

déminéralisation élevés grâce à la production d’acide lactique. Cependant, elles atteignent ces 

performances avec des durées de fermentation supérieures à 48 h, tandis que le procédé de 

protéolyse acide offre la même performance de déminéralisation en 6 h seulement. La durée 

du procédé peut être liée au coût de production quand elle nécessite un apport énergétique. 

Ainsi, une réduction du temps de traitement peut constituer un avantage industriel. De même 

pour la déprotéinisation, notre procédé atteint une élimination de 94 % à 97 % des protéines 

en 6 h à 12 h de traitement tandis que cette performance s’acquiert en plusieurs jours par les 

procédés biologiques comparables, d’après le tableau IV.1. 

 

Par ailleurs, l’introduction directe d’enzyme pour conduire l’extraction enzymatique constitue 

un avantage technique par rapport à la mise en œuvre de microorganismes. Comme tout 

matériel vivant, leurs conditions optimales de croissance et d’activité sont sensibles à de 

nombreux paramètres (T°, pH, sels et apports nutritifs, etc.). À l’inverse, le contrôle des 

enzymes exogènes est plus aisé à maitriser. Le risque de présence d’enzymes endogènes, pour 

notre étude, est fortement réduit par les étapes de préparation de la matière première. En 

revanche, la durée du procédé développé dans cette étude est supérieure à celle de l’extraction 

chimique. Ceci pourrait se révéler être un avantage dans le cas où la production de chitine doit 

être adaptée en cours de traitement, pour répondre à un cahier des charges précis. En effet, le 

suivi de la production par des indicateurs, tel que le pH, permet d’adapter les paramètres de 

procédé, afin d’atteindre les caractéristiques du produit fini visées. 

 

II. Qualité physico-chimique des produits 

II.1. Degré d’acétylation 

Le degré d’acétylation est l’une des principales caractéristiques qui détermine le type 

d’application destiné aux dérivés de chitine (Aranaz, 2010 ; Annexe B). Les DA des 

principaux produits d’extraction enzymatique sont mesurés par RMN 
1
H et comparés dans la 

figure IV.4 : 
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Fig.IV.4 : Degré d’acétylation des principales chitines produites par voie enzymatique et chimique 

Comme l’explique le chapitre 2 IV.5, la RMN 
1
H s’effectue sur des produits sans protéines, 

pour éviter qu’elles n’interfèrent sur la mesure de DA. C’est la raison pour laquelle le DA de 

la matière première n’est pas présenté. La plupart des études l’estime supérieur à 95 % dans 

les coproduits de crustacés (Aranaz, 2010). 

 

Les degrés d’acétylation des produits d’extraction enzymatique ne sont pas significativement 

différents entre eux, ni différents des chitines commerciales. Les DA sont de l’ordre de 95 %, 

sauf pour l’hydrolyse par 15 % de pepsine. Elle présente un degré d’acétylation inférieur, soit 

93,8 %. Les conditions du procédé sont pourtant plus douces. On peut alors supposer que ce 

résultat est le fruit d’une interférence avec des protéines résiduelles ou à l’inverse d’un 

nettoyage chimique trop drastique. 

 

Au regard de ces résultats, les DA de la chitine d’extraction chimique comme enzymatique ne 

présentent pas de différences significatives. Ceci permet de conclure que les deux procédés 

ont le même impact sur le degré d’acétylation de la chitine. 

 

Rares sont les études qui analysent les qualités physico-chimiques de la chitine produite par 

extraction biologique, ce qui limite la possibilité de comparer les qualités de notre produit. 

Gartner et al. (2010), mesurent le DA du chitosan obtenu suite à l’extraction enzymatique de 

la chitine par la papaïne. Le DA est mesuré par titration à 19,1 % tandis que le chitosan 

obtenu par extraction chimique présente un DA de 31,4 % (estimé par RMN). La papaïne 

semble donc avoir un fort pouvoir de désacétylation. La chitine obtenue par l’action de la 

pepsine n’a pas été convertie en chitosan et ne peut donc pas être comparée à ces résultats.  
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II.2. Degré de polymérisation 

La production de résidus glycosidiques, mesurée dans la phase soluble (Cf. chapitre 3, section 

VII) suggère que la dépolymérisation est initiée dès le début de l’extraction enzymatique, puis 

se stabilise. Pour le confirmer, les mesures de viscosité intrinsèque traduisent l’évolution de la 

masse molaire, directement liée au degré de polymérisation. Néanmoins, cette méthode s’est 

révélée peu précise pour nos produits. De surcroît, la difficulté à dissoudre intégralement les 

échantillons dans le DMAC peut induire des erreurs de mesures (Cf. chapitre 2.III.2.1). Les 

incertitudes associées à ces résultats sont de l’ordre de 5*10
4
 g/mol. Les résultats des 

principaux produits sont présentés par la figure IV.5 : 

 

 
Fig.IV.5 : Degré de polymérisation des principales chitines produites par voie enzymatique et chimique 

Comme pour le degré d’acétylation, la mesure du poids moléculaire n’a pas d’intérêt sur la 

matière première car la chitine doit être purifiée pour établir la mesure. La présence de tout 

autre composé perturbe la mesure de la viscosité, ainsi que la présence d’humidité. 

 

Quel que soit le produit, la masse molaire se situe entre 4,2 et 5,8*10
5 

g/mol. Celle des 

chitines de référence varient entre 4,2 et 5,7*10
5
 g/mol pour la chitine extraite au laboratoire 

et celle fournie par Mahtani respectivement. Cette dernière est produite par une longue 

extraction chimique, plus de 24 h, à une température plus faible que celle fixée au laboratoire 

(90 °C contre 50 °C par Mahtani). Ceci illustre bien l’importance des conditions de 

production sur la qualité de la chitine finale et rend difficile la comparaison entre les 

différents modes de production.  

 

Les poids moléculaires des chitines issues des trois hydrolyses de 6 h, par 15, 25 et 41 % de 

pepsine en acide phosphorique, sont de 5,4*10
5 

; 4,3*10
5
 et 5,6*10

5
 g/mol respectivement. La 

concentration en enzyme ne semble donc pas responsable de la diminution du degré de 

polymérisation. Après 6 h et 12 h d’hydrolyse par 25 % de pepsine, le poids moléculaire de la 

chitine atteint respectivement près de 4,3 et 4,4*10
5
 g/mol. Ces valeurs sont proches. On ne 
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peut donc pas conclure que l’augmentation de la durée d’hydrolyse entraîne une diminution 

du degré de polymérisation. Enfin, l’emploi de l’enzyme ASP en acide formique confirme son 

potentiel pour la production de chitine. Le poids moléculaire demeure élevé et similaire à 

celui de la chitine fournie par Mahtani. À ce niveau, le procédé enzymatique ne présente donc 

pas d’avantage par rapport à son homologue chimique. 

 

II.3. Degré de cristallinité 

L’indice de cristallinité a une incidence sur l’accessibilité des groupes amines du chitosan, 

donc sur les propriétés rhéologiques du polymère. Dans le domaine du traitement de l’eau, un 

faible indice de cristallinité est recherché (Aranaz, 2010). La figure IV.6 présente les 

différences de cristallinité entre les principaux produits : 

 

 
Fig.IV.6 : Indice de cristallinité des principales chitines produites par voie enzymatique et chimique 

La chitine commerciale, telle que celle fournie par Mahtani, présente un indice de cristallinité 

élevé par rapport à la cristallinité de la matière première. Ces indices atteignent 53,9 et 33,1 % 

respectivement pour la chitine commerciale et la matière première (exosquelettes de crevette). 

 

Les produits des hydrolyses par la pepsine en acide phosphorique sont nettoyés au NaOH, 1 h 

à 90 °C. À la suite de cette étape, les indices de cristallinité mesurés sont de 34,9 % et 41,6 % 

pour 25 % et 41 % de pepsine respectivement. L’augmentation de la concentration en pepsine 

semble augmenter l’indice de cristallinité de la chitine. Les mesures sur les autres produits 

n’ont pas été effectuées, ce qui limite les conclusions sur l’impact de l’hydrolyse enzymatique 

sur ce critère de qualité. Au regard de ces résultats, il serait intéressant de les approfondir afin 

de valider ce qui semble être un avantage de l’extraction enzymatique par rapport à la voie 

chimique. 

 

Gartner et al. (2010) ont comparé les degrés de cristallinité du chitosan issu de la conversion 
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de chitine chimique et enzymatique (par la papaïne). Ils montrent que l’indice de cristallinité 

du chitosan biologique est plus bas que son homologue chimique, mais supérieur à la 

référence commerciale. Les conditions d’extraction de la chitine ont un impact important sur 

son indice de cristallinité, y compris au sein d’un même procédé. Dès lors, il est difficile 

d’opposer la voie enzymatique à la voie chimique. 

 

II.4. Stabilité thermique 

L’analyse thermogravimétrique est généralement utilisée pour mesurer le degré d’hydratation 

des polymères. Celui de la chitine extraite par voie chimique est compris entre 5 et 8 % 

d’après l’analyse de nos produits, ce qui coïncide avec le degré d’hydratation de la chitine 

commerciale et ceux cités par la littérature. En effet, le degré d’hydratation de la chitine est de 

l’ordre de 7 % selon Belamie (1998) et de 8 % pour la chitine fournie par Mahtani.  

 

Pour cette étude, l’analyse thermogravimétrique a été exploitée d’une part pour estimer le 

degré de pureté, en complément des autres méthodes, et d’autre part pour qualifier les 

comportements thermiques des produits d’extraction enzymatique. L’ATG est appliquée à la 

chitine commerciale (fournie par Mahtani) et au produit de 6 h d’extraction enzymatique 

selon les conditions modèles et à la chitine (Fig.IV.6). Avant l’analyse, le produit a été 

nettoyé par le traitement chimique au NaOH. 

 

 
Fig.IV.7 : Profils d’ATG de la chitine commerciale (Mahtani) et du produit de l’extraction enzymatique modèle 

La figure IV.7 illustre les similitudes et les différences de stabilité thermique entre les deux 

produits. Jusqu’à près de 300 °C, les deux profils ne présentent pas de différences. La perte de 

masse est négligeable jusqu’à 210 °C. Puis une dégradation thermique importante est 

constatée. Ainsi plus de 68 % de la masse sont perdus entre 325 °C et 335 °C pour le produit 

de l’extraction enzymatique et chimique respectivement. À ce stade de la température, les 
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écarts de pertes de masse entre les deux produits sont minimes. Ensuite, le produit 

d’extraction enzymatique présente une stabilité plus importante, sa dégradation thermique est 

lente jusqu’à 620 °C. Tandis que son homologue est complètement dégradé avant 450 °C. 

Seule persiste la masse résiduelle des minéraux. La même démarche a été appliquée par 

Gartner et al. (2010) pour comparer leur produit d’extraction chimique à celui de l’hydrolyse 

par la papaïne. La perte de masse de la chitine enzymatique nécessite également une 

augmentation plus importante de la température. On constate également une moindre quantité 

de minéraux résiduels. 

 

Cette meilleure stabilité thermique du produit enzymatique pourrait s’expliquer par leur 

différence de cristallinité. Pour des applications industrielles, le critère déterminant est 

principalement la température initiale de dégradation thermique. À ce titre, les deux produits 

ne présentent pas de nettes différences. 

 

III. Comparaison des mécanismes d’extraction 

L’évolution de la structure du substrat après l’extraction enzymatique peut être observée par 

microscopie électronique. La littérature fournit des microghaphies de MEB (microscopie à 

balayage électronique) de la structure d’exosquelette de crustacés. Certains clichés sont 

décrits au chapitre 1, section IV.2 (Pillai, 2009). D’autres concernent l’exosquelette de crabes 

décalcifiés. Ils sont comparés aux micrographes de MEB appliqués aux produits d’extraction 

enzymatique. De fortes similarités sont observées, telles que la structure en nids d’abeille et la 

présence de canules transversaux (Fig.IV.8). Ces canaux protéiques ont un rôle dans le 

transport des composés qui transitent d’une extrémité à l’autre de l’exosquelette. 

 
Fig.IV.8 : Micrographies de MEB du produit de 6 h d’hydrolyse par 25 % de pepsine à 40 °C 

Sur la figure IV.8, la zone encadrée désigne une structure en nids d’abeille comparable à celle 
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décrite dans la littérature (Raabe et al. 2007). L’organisation semble donc être maintenue 

malgré la réaction enzymatique. Cependant les produits issus de la protéolyse acide présentent 

une régularité des angles de rotation des plans de chitine-protéines moins ordonnée que celle 

décrite dans les cuticules (Fig.IV.9). 

 

 
Fig.IV.9 : Organisation schématique de la cuticule de homard, coupe transversale, Raabe et al. 2006 

On peut également observer une zone où la structure des plans de chitine-protéines n’est plus 

maintenue (zone encerclée). En revanche, on y observe toujours la présence de fibres (en 

clair) davantage allongées, probablement des fibres de chitine. Bien qu’aucune donnée ne 

précise le degré de représentativité de cet échantillon, l’organisation de la structure de la 

cuticule semble donc partiellement maintenue par la protéolyse acide. À titre de comparaison, 

Gartner et al. (2010) ont conclu à une déstructuration complète de la matrice par l’hydrolyse à 

la papaïne. D’après leurs prises de microscopie électronique à balayage, la déstructuration de 

la cuticule des crevettes est plus importante par l’action de la papaïne à 2 % (w/w de 

coproduits humide) que par l’extraction chimique. Nous nous sommes également intéressés à 

l’impact des deux étapes clé de l’extraction chimique sur la structure des cuticules de 

crevettes (Fig.IV.10). 

 

a)   b)  
Fig.IV.10 : Micrographes de MEB d’exosquelettes soit déminéralisés (a) ou déprotéinisés (b) par traitement 

chimique 

Bien que les micrographes présentés par la figure IV.10 soient de qualité moyenne, ils 

permettent d’apprécier les conséquences des différents traitements chimiques sur les cuticules 

de crevettes. 
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D’une part, suite à la déminéralisation par l’acide chlorhydrique à température ambiante, le 

« pavage » spécifique des coupes longitudinales est reconnu (Fig.IV.10.a). Cette structure est 

également schématisée par la figure IV.11 pour faciliter la comparaison. Les contours des 

pavés sont délimités par les fibres de chitine-protéines, présentent malgré le traitement 

chimique. 

 

 
Fig.IV.11 : Schéma de la cuticule des crustacés, ep = épicuticule, pi = couche pigmentaire, pr = couche 

principale, E = cellules épithéliales, p.c. = canaux de ports transversaux, i.s. = septum interprismatique, 

Giraud-Guille, 1984 

D’autre part, après déprotéinisation chimique par l’hydroxyde de sodium à 90 °C, on 

distingue une multitude de microfibrilles de chitine, parsemées de microcristaux de carbonate 

(Fig.IV.10.b). Le manque de netteté des micrographies invite à la prudence quand à cette 

analyse. De plus, il est nécessaire de connaître la part de représentativité de cette zone. 

Néanmoins, il est évident que le traitement chimique altère différemment la structure de la 

matière première, comparé à l’extraction enzymatique (Fig.IV.8). 

 

IV. Valorisation de la phase soluble 

IV.1. Analyse du poids moléculaire des peptides solubles 

La protéolyse libère les protéines et réduit leur taille en peptides. Après la filtration, ils sont 

concentrés dans la fraction liquide. Le profil de distribution de leur poids moléculaire est 

déterminé par chromatographie d’exclusion moléculaire à haute performance (HPLC). 

 

La séparation a été obtenue à l’aide d’une colonne (Superdex peptide 10/300Gl). La colonne a 

été calibrée à l’aide des standards suivants: Ribonuclease (13 700 Da), Aprotinin (6 500 Da), 

Renin (1 760 Da), Vasopressine (1 084 Da) et Leucine (294 Da). L’échantillon est préparé à 

partir d’une solution à 2 mg/ml et dilué dans 20 ml de solution tampon de NaCl 50 mM 

contenant 5 % d’acétonitrile et 0,1 % d’acide trifluoroacétique (TFA). Cette solution tampon 

constitue la phase mobile. Après 15 min de traitement aux ultra-sons, l’échantillon est filtré 
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(filtre de 0,45 µl). Le volume injecté dans la colonne est de 80 µl et le débit d’élution est de 

0,5 ml/min. Les composés sont détectés par une lecture de la densité optique à 214 nm. 

 

La colonne employée est spécifique aux peptides dont le poids moléculaire est compris entre 

7000 et 100 Da, ce qui couvre à une large gamme de peptides présents dans la phase solubles. 

Bien qu’elle ne soit pas complète, cette couverture suffit à estimer l’impact de la protéolyse. 

Le graphique suivant illustre l’évolution de la répartition des catégories de poids moléculaires 

selon la durée d’hydrolyse enzymatique pour la cinétique de référence (25 % de pepsine et 

40°C) : 

 

 
Fig.IV.12 : Évolution des poids moléculaire des peptides solubles produits par l’extraction enzymatique (par 

25 % de pepsine, en acide phosphorique, à 40 °C) selon la durée d’hydrolyse 

La légende de la figure IV.12 exprime l’augmentation des durées d’hydrolyse par l’intensité 

de couleur décroissante. Les peptides volumineux tels que ceux dont le poids moléculaire est 

supérieur à 5400 Da, diminuent au fur et mesure que la durée d’extraction enzymatique 

augmente. À l’inverse, les catégories de peptides de 3000 à 2100 Da et 2100 à 1000 Da 

s’étoffent à mesure que le temps d’hydrolyse s’allonge. 

 

Les quantités de peptides des catégories poids moléculaires de 1000 à 460 Da et 460 à 260 Da 

n’évoluent quasiment pas. On peut néanmoins remarquer une tendance à leur augmentation 

lorsque la durée d’hydrolyse est de 12 h. Enfin, l’évolution des catégories de poids 

moléculaires de 5400 à 3000 Da et inférieurs à 260 Da n’est pas constante. Elle suggère une 

réduction de taille des peptides d’abord vers la catégorie de 5400 à 3000 Da, jusqu’à 120 min 

d’hydrolyse. Puis, au-delà de 180 min, la réduction des peptides enrichie les catégories de 

3000 à 1000 Da. 
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La masse molaire de la pepsine est de l’ordre de 34,5 kDa (Chapitre 3, III.1) c'est-à-dire dans 

la première catégorie. Elle est responsable de la protéolyse et par conséquence sa masse 

molaire ne devrait pas évoluer. La présence de pepsine n’interfère donc pas l’évolution des 

catégories de poids moléculaires étudiés. 

 

L’activité antimicrobienne des peptides est reconnue pour ceux dont les poids moléculaires 

sont généralement compris entre 5 et 1 kDa (Zo, 2011). Pour nos produits, ces catégories 

couvrent entre 33 et 48 % des peptides, ce qui renforce le potentiel de valorisation de la phase 

soluble. Le poids moléculaire des pénaedines, protéines de crevettes P. vannamei, à forte 

activité antimicrobienne (Destoumieux et al. 2000), est de l’ordre de 6 kDa. Cette catégorie 

est estimée entre 4,3 et 6,9 % des peptides. Un test d’activité antimicrobienne a été réalisé sur 

une gamme de microorganismes qui est décrite dans le tableau suivant : 

 

Références Espèces Conditions 
RF 151 
RF 173 
RF 174 
RF 182 
RF 186 
RF 36 

EU 2183 
EU 2185 
EU 2189 
EU 2206 
EU 2202 

Listeria monocytogenes 
Staphylococcus aureus 

Escherichia coli 
Vibrio parahaemoliticus 

Salmonella 
Carnobacterium divergens 

Photobacterium phosphoreum 
Shewanella putrefaciens 

Pseudomonas 
Brochothrix thermosphacta 

Lactobacillus sakei 

BHI, 20 °C 
BHI, 37 °C 
BHI, 20 °C 
BHI, 20 °C 
BHI, 20 °C 
BHI, 20 °C 

BHI+2,5 % NaCl, 15 °C, 48 h 
BHI, 25 °C 
BHI, 20 °C 
BHI, 20 °C  

MRS, 26 °C 

Tab.IV.2 : Liste des bactéries utilisées par les tests d’activités antimicrobienne de la phase soluble 

Pour préparer la solution, la prise d’échantillon est diluée au 1:2 (poids/volume). Des spots de 

10 µl ont été déposés sur les boites de pétri où les bactéries se développent. Aucune activité 

antibactérienne n’a été observée. 

 

 
Fig.IV.13 : Évolution des poids moléculaire des peptides solubles produits par l’extraction enzymatique (par 

41 % de pepsine, en acide phosphorique, à 40 °C) selon la durée d’hydrolyse 

La figure IV.13 présente l’évolution des poids moléculaires lorsque l’hydrolyse enzymatique 
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est menée par 41 % de pepsine. On observe également une domination des catégories de 

peptides de poids moléculaire compris entre 2 100 et 460 Da, avec puis de 5 400 à 3 000 Da. 

À la différence de la précédente analyse, les poids moléculaires sont assez stables en fonction 

de la durée d’hydrolyse enzymatique. On note une faible diminution de 16 % à 14 % pour la 

catégorie de 5 400 à 3 000 Da, tandis que celle de 460 à 260 Da présente une augmentation de 

6 % à 7 %. Ces faibles variations semblent indiquer que la protéolyse exercée par la pepsine 

est limitée. Ceci confirmerait l’effet d’allostérie négative évoquée au chapitre 3, section V.3. 

Par ailleurs, la part des peptides à potentiel d’activité antimicrobienne, de 5400 à 1000 Da, 

atteint près de 45 % en moyenne. 

 

Les poids moléculaires des peptides de la phase soluble issue de l’hydrolyse enzymatique par 

l’ASP en acide formique ont également été observés au cours du temps (Fig.IV.14). 

 

 
Fig.IV.14 : Évolution des poids moléculaire des peptides solubles produits par l’extraction enzymatique (par 

25 % d’ASP en acide formique à 40 °C) selon la durée d’hydrolyse 

Cette évolution des poids moléculaires se distingue nettement de la précédente hydrolyse. On 

observe une diminution des peptides de poids moléculaires de 1000 à plus de 7200 Da en 

fonction de la durée d’hydrolyse. Le produit d’une heure d’hydrolyse est singulier par rapport 

aux autres produits de la cinétique. La protéolyse par l’ASP semble réduire davantage les 

peptides par rapport à l’utilisation de la pepsine. 

 

Une augmentation des peptides, en fonction du temps d’hydrolyse, est observée pour les 

catégories de poids moléculaire inférieur à 1000 Da. Par rapport à la précédente hydrolyse, les 

peptides produits présentent donc un poids moléculaire inférieur. La protéolyse semble plus 

active par l’ASP par rapport à la protéolyse par la pepsine. Dès 10 min, les produits solides de 

l’hydrolyse présentent des peptides de poids moléculaires très faibles. La part des peptides 

inférieurs à 1000 Da couvre 59 % à 78 %, pour 10 min à 6 h d’hydrolyse respectivement.  
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La part des peptides susceptibles de présenter une activité antibactérienne varie de 26 % à 

11 % selon la durée d’hydrolyse enzymatique. La différence de répartition des poids 

moléculaires en fonction des deux enzymes montre que leur mode de protéolyse est différent 

et suggère que les activités des peptides libérés soient également différentes. 

 

IV.2. Evolution de l’élimination des acides aminés dans le résidu solide 

La déprotéinisation peut être suivie acide aminé par acide aminé grâce à leur dosage par CPG. 

C’est le cas de la cinétique d’hydrolyse enzymatique par 25 % de pepsine en acide 

phosphorique (Fig.IV.15). 

 

 
Fig.IV.15 : Quantités d’acides aminés résiduels dans les produits insolubles de l’extraction enzymatique par 

25% de pepsine à 40°C (petite taille) en fonction de la durée d’hydrolyse 

La figure IV.15 montre que la part respective de chaque acide aminé semble converger vers 

zéro sans l’atteindre. On n’observe pas de phase de stabilisation et la plupart des cinétiques 

semblent présenter une vitesse constante différente en fonction de l’acide aminé. 

 

Les regroupements acide glutamique/glutamine d’une part et acide aspartique/asparagine 

d’autre part, sont majoritaires. La serine, la lysine, l’histidine et la tyrosine sont les moins 

représentés. La cystéine et la méthionine sont toujours faiblement détectées. L’analyse de la 

matière première présentait les mêmes caractéristiques (Chapitre 2, Fig.II.1). Ces 

comparaisons traduisent que la pepsine élimine indifféremment les acides aminés présents 

initialement dans la matière première, sans préférence pour les acides aminés aromatiques. 

 

Les acides aminés essentiels présents dans la phase soluble représentent en moyenne 36,3 ± 

0,7 % du total des acides aminés dosés (d’après la cinétique modèle à 25 % de pepsine). Il est 

difficile de comparer ce résultat aux autres études d’extraction biologique de la chitine car les 

modes opératoires sont très différents. À partir de coproduits de P. vannamei, Armenta et 

Gueretto-Lagarreta (2009) ont mesuré une composition en acides aminés essentiels de 46,6 % 
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et 48,7 % respectivement dans la matière première non fermentée et fermentée par des 

bactéries lactiques. L’analyse a été réalisée par HPLC. Dans une autre étude, Rao et al. (2005) 

mesurent 32,1 % d’acides aminés essentiels dans les hydrolysats de coproduits de crevettes 

(têtes et carapace). 

 

IV.3. Résidus glycosidiques 

Les résidus glycosidiques comprennent ici tous les oses simples, initialement présents dans le 

substrat ou issus de la décomposition de la chitine ou des glycoprotéines sous l’action de 

l’extraction enzymatique. Une telle décomposition se traduirait principalement par une 

augmentation de N-acétyl-glutamine. Ils sont d’abord dosés par la méthode de Dubois. Elle 

est complétée par une analyse qualitative et quantitative par chromatographie en phase 

gazeuse (Cf. Chapitre 2, I.6.3). Les résultats sont détaillés ci-dessous (Fig.IV.16) : 

 

 
Fig.IV.16 : Répartition des catégories de résidus glycosidiques dans la phase soluble des extractions 

enzymatiques 

Dans le cas de l’extraction modèle, la teneur totale en résidus glycosidiques atteint 5,7 ± 0,8 g 

pour 100 g de la phase soluble. Ils se déclinent en 2,6 g/100 g de galactose, 3,0 g/100 g de 

glucose et 0,1 g/100 g de glucosamine, acétylées ou non. Ceci représente respectivement près 

de 46 %, 53 % et 1 % des résidus glycosidiques. La part des glucosamine et N-acétyl-

glucosamine est très faible, ce qui indiquerait une absence de dépolymérisation.  

 

D’après la figure IV.16, suite à l’augmentation de la concentration en pepsine jusqu’à 41 %, 

la teneur totale en résidus glycosidiques atteint 6,3 ± 0,2 g/100 g de phase soluble. Bien que 

légèrement supérieure à la teneur en résidus glycosidiques de l’hydrolyse par 25 % de 

pepsine, cette augmentation est comprise dans l’incertitude des mesures. La composition en 

résidus glycosidiques se répartit entre 59 % de galactose, près de 40 % de glucose et moins de 

1 % de glucosamine acétylée ou non. 

 

La même répartition est constatée lorsque la durée d’extraction est allongée jusqu’à 12 heures. 
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La teneur total en résidus glycosidiques atteint alors 5,8 ± 0,5 g/100 g de phase soluble. Cette 

quantité est similaire aux précédents résultats. La part de glucosamine/N-acétyl-glucosamine 

demeure toujours très faible, inférieure à 1 %. 

 

L’extraction par 25 % d’ASP 6 h, produit une teneur totale en résidus glycosidiques de 46,0 ± 

1,1 g/100 g de phase soluble. Elle comprend plus de 98 % de glucose puis près de 1 % de 

galactose et Glu/NacGlu chacun. Ceci montre que l’emploi du couple ASP/acide formique à 

une action différente du couple pepsine/acide phosphorique sur la déprotéinisation. Par 

conséquent, la composition de la phase soluble est complètement modifiée. 

 

IV.4. Pigments 

IV.4.1. Quantité de lipides et d’astaxanthine dans la phase soluble 

Parmi les pigments d’origine marine (Chapitre 1, VIII.1.2), les caroténoïdes sont majoritaires 

dans les exosquelettes des crustacés, dont principalement l’astaxanthine (Babu et al, 2008). 

 

La proportion de lipides dans la phase soluble, récupérée après 6 heures d’extraction par 25 % 

de pepsine, représente 2,7 ± 0,3 %. Cette quantité correspond à plus de 100 % de la quantité 

de lipides initialement présente dans la matière première. Compte tenu des incertitudes liées 

aux mesures, ceci signifie que tous les lipides passent en phase soluble. 

 

D’après Aurioles-Gamboa et al. (2004), la quantité d’astaxanthine est corrélée à celle des 

lipides totaux dans l’exosquelette de crabe selon la relation suivante : 

 

 [Astaxanthine] = - 0,9849 + 0,08499*[Lipides] (IV.1) 

 

L’analyse qualitative des caroténoïdes a été réalisée par le laboratoire Agrobio (Rennes), par 

HPLC couplée à la spectrophotométrie UV/VIS (Fig.IV.17). La quantité d’astaxanthine a été 

mesurée à 8,0 µg par gramme de phase soluble lyophilisée. L’astaxanthine est le caroténoïde 

majoritaire, cependant d’autres sont visibles sur le spectre de la figure IV.17, certainement des 

xanthophylles. Les autres lipides n’ont pas été identifiés, ils peuvent être des phospholipides 

ou des acides gras complexés sous forme de glycolipidiques et lipoprotéiques. Gartner et al. 

(2010) font part de la présence de palmitate, oléate, linoléate et esthérate de méthyle. Par 

ailleurs, la teneur total en lipide, mesurée dans cette étude, est supérieur à celle déterminée 

dans notre matière première, 8 % contre 3,3 % respectivement. 
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Fig.IV.17 : Caroténoïdes présents dans la phase soluble de l’hydrolyse à 25 % de pepsine, 6 h à 40 °C. 

La teneur en astaxanthine observée correspond à 1,17 µg/g de substrat initial. Cette teneur est 

faible comparée à celle obtenue par Gildberg et al. (2001). Leur hydrolyse enzymatique par 

alcalase (pendant 2 h à 40 °C) à partir de crevettes nordiques, Pandalus borealis, est suivie 

d’une centrifugation. Dans le culot, 1 500 µg d’astaxanthine est récupéré. Ainsi, leur 

rendement en astaxanthine atteint près de 40 %. Pour comparer le résultat de Gildberg et al. 

(2001) au nôtre, une centrifugation de la phase soluble devrait être appliquée. 

 

La teneur en astaxanthine de nos coproduits de crevette n’a pas été mesurée, cependant, la 

littérature offre cette donnée. Dans les exosquelettes de crevettes, selon l’espèce, la teneur en 

caroténoïdes totaux varie de 59,8 à 104,7 µg/g (Sachindra et al. 2005). Ce qui nous mènerait à 

un rendement autour de 1 à 2 % à l’issue de l’extraction par 25 % de pepsine à 40 °C. 

 

La comparaison avec les autres études similaires est difficile due aux différences de procédés 

d’extraction. L’hydrolyse, par la pepsine, de quatre coproduits de crevettes différentes (P. 

monodon sauvage et d’aquaculture, P. indicus et P. monocerous), menée par Babu et al. 

(2008), aboutie à des quantités de 120 jusqu’à 705 µg/g de caroténoïdes totaux récupérés. Les 

conditions d’hydrolyse étaient de 45 °C et le pH proche de 4. La fermentation lactique 

expérimentée par Bhaskar et al. (2006) à partir de coproduits de P. monodon atteint jusqu’à 

78,5 ± 2,3 % de rendement en astaxanthine. Ils montrent également  D’après Armenta et al. 

(2009), sur Pandalus borealis, l’astaxanthine libre représente seulement 4 % du total des 

astaxanthines, tandis que les mono-esters et di-esters constituent respectivement 20 et 76 %. 

Des mesures complémentaires nous sont donc nécessaires pour identifier tous les caroténoïdes 

de nos produits. 

 

No et al (1989) montrent que la réduction de taille de fragment de matière première réduit le 

degré de récupération de l’astaxanthine lors de l’extraction chimique de la chitine à partir de 
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coproduits de crabe. Leurs expériences portaient sur des fragments compris entre 2 et 0,2 mm. 

Ces résultats nous invitent à poursuivre l’analyse de la composition en astaxanthine de nos 

produits en fonction de la taille initiale des fragments d’exosquelette de crevettes. 

 

La teneur en astaxanthine dans la phase soluble issue de l’extraction par 25 % d’ASP en acide 

formique a été mesurée à 4,2 µg/g. Cette quantité est quasiment la moitié de la celle obtenue 

par la précédente hydrolyse. Cependant, dans les deux cas, les teneurs en astaxanthine sont 

supérieures à celle observées dans la phase soluble issue de l’extraction chimique. Dans le cas 

du procédé traditionnel, la teneur en astaxanthine est inférieure à 2 µg/g. Ces données sont 

résumées dans le tableau IV.3 : 

 

Extraction Teneur en astaxanthine (µ/g) 

Extraction chimique 8,0 

Pepsine + H3PO4 4,2 

ASP + HCOOH < 2 

Tab.IV.3 : Comparaison des caractéristiques visuelles des résidus insolubles selon le procédé d’extraction 

 

IV.4.2. La couleur des résidus insolubles 

La phase insoluble, qui contient la chitine, doit être le plus blanc possible pour répondre au 

cahier de charge. D’une part, le visuel constitue un premier indicateur. Plusieurs observations 

ont été faites et elles sont résumées dans le tableau IV.4 : 

 

Extraction Couleur Aspect / texture du produit 

Extraction chimique Blanc Plastique, électrostatique 

Pepsine + H3PO4 Rose pâle Rugueux, friable 

ASP + HCOOH Rose-orange Rugueux, friable 

Tab.IV.4 : Comparaison des caractéristiques visuelles des résidus insolubles selon le procédé d’extraction 

L’aspect du produit d’extraction chimique présente les caractéristiques de référence conforme 

cahier des charges de la chitine commerciale.  

 

Les produits d’hydrolyse enzymatique présentent une coloration plus ou moins prononcée, 

liée à la présence des protéines et pigments résiduels. Cependant leur couleur se distingue 

nettement en fonction de l’enzyme employée. Par la pepsine, la chitine est de couleur rose-

pâle, tandis que la couleur de la chitine obtenue par l’ASP est plus foncée, dans les teintes 

orange doré. L’enzyme étant elle-même de cette couleur, on peut supposer qu’une partie de 

ses pigments se lient à la chitine. 

 

De surcroît, l’intensité de la coloration des produits a été observée par spectrocolorimétrie 

(Cf. Chapitre 2.III.6) les facteurs de réflexions L
*
, a

*
 et b

*
 sont mesurés et comparés pour trois 

produits : 



Chapitre 4 – Comparaison entre l’hydrolyse enzymatique acide et les autres voies d’extraction 

166   

- la chitine obtenue après lavage chimique 

- la chitine obtenue par voie enzymatique, par la pepsine 

- la chitine obtenue par voie enzymatique, par l’ASP  

 

L
* 

traduit la clarté de la lumière (L
* 

= 0 pour le noir et L
* 

=100 pour le blanc). Les valeurs a
*
 

et b
* 

indiquent respectivement l’intensité vers le rouge et de jaunes lorsqu’elles sont positives. 

Le facteur WI indique également l’intensité vers le blanc. La comparaison entre ces facteurs 

est illustrée par la figure IV.18 : 

 

 
Fig.IV.18 : Comparaison des coefficients de spectrophotométrie 

La figure IV.18 confirme et complète les observations du tableau IV. Le coefficient L
*
 est 

plus élevé pour la chitine chimique, avec 84,8 ± 0,2. Puis il diminue, dans l’ordre, pour la 

chitine obtenue par la pepsine et l’ASP. Les valeurs observées sont de 75,5 ± 0,4 et 72,0 ± 0,3 

respectivement. Le facteur a
*
, qui exprime l’intensité vers le rouge, est plus élevé lorsque la 

chitine est extraite par la pepsine, 8,4 ± 0,5, puis par l’ASP, 7,4 ± 0,2. Après le traitement 

chimique, la chitine les facteurs a
* 

et b
*
 sont plus faibles. En revanche, elle présente le 

coefficient WI le plus élevé, de l’ordre de 37,1 ± 0,7. Lorsque la voie enzymatique est 

empruntée, ce facteur est négatif, ce qui exprime que la couleur des produits s’éloigne du 

blanc. Ces caractéristiques s’apprécient visuellement sur les photographies de la figure IV.19 : 

 

 
Fig.IV.19 : Chitine obtenue par lavage chimique, par hydrolyse par la pepsine et par l’ASP (de gauche à droite) 
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V. Conclusions du chapitre 4 

 Les étapes du procédé d’extraction de la chitine à partir des coproduits de crevettes P. 

vannamei et les analyses qui suivent sont rappelées dans le schéma IV.20 : 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig.IV.20 : Schéma récapitulatif des étapes du procédé de protéolyse acide et des analyses consécutives 

Les performances de ce procédé sont comparées à celle de l’extraction chimique et aux 

meilleures performances proposées par la littérature avec la voie fermentaire (Cf. Tab.IV.5). 

 

Pour éliminer les minéraux, la protéolyse acide est quasiment aussi performante que 

l’extraction chimique. Cette conclusion est valable dès lors où la concentration en pepsine et 

en ASP dépasse 25 %. La voie fermentaire donne des résultats variables selon le nombre 

d’étapes et les microorganismes sélectionnés. Xu et al. (2008) obtiennent moins de 1 % de 

minéraux résiduels après 4 jours de fermentation lactique. En termes de déprotéinisation, ils 

atteignent une teneur en protéines résiduelles de l’ordre de 6 %. La protéolyse acide a permis 
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d’obtenir un résidu solide contenant près de 9 % à 3 % de protéines résiduels, avec la pepsine 

et l’ASP respectivement. La durée des protéolyses acide n’excède pas 12 h tandis que celle de 

la fermentation est au moins 48 h. Par conséquent, au regard de la durée, la protéolyse est 

avantageuse (Cf. Tab IV.5). 

 
Tab.IV.5 : Comparaison des performances en purification de chitine en fonction du procédé 

Les caractéristiques physico-chimiques des chitines obtenues sont également comparées 

(Tab.IV.6). Pour la voie fermentaire, les résultats présentés sont issus des travaux de Pacheco 

et al. (2009), contrairement aux deux autres voies, étudiées au laboratoire. L’unique paramètre 

qui semble se démarquer est l’indice de cristallinité. 

 
Tab.IV.6 : Comparaison des performances en purification de chitine en fonction du procédé 

L’un des objectifs de l’étude consistait à mettre en œuvre un procédé plus respectueux des 

enjeux environnementaux. La production d’effluents chimiques de la protéolyse acide est 

comparée à l’extraction chimique (Tab.IV.7). 

 

 

 

 
Tab.IV.7 : Comparaison de la production d’effluents chimique en fonction du procédé 

Le chapitre 4 met également en évidence la différence entre la protéolyse acide et l’extraction 

chimique sur la destructuration de la matière première. D’après les micrographies de MEB, 

l’exosquelette des crevettes est moins dénaturé par la voie enzymatique. Des différences de 

couleur entre les produits finaux sont également notées entre les deux voies de purification et 

entre les deux couples enzyme-acide. Enfin, l’analyse des poids moléculaires des peptides des 

phases solubles a montré que la pepsine et l’ASP ne présentent pas le même mode d’action. 
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Rappel des objectifs de la thèse 

Ce travail de thèse a été centré sur l’application de la protéolyse acide pour purifier la chitine 

à partir de coproduits de crevettes, classiquement réalisée par voie chimique.  

Le principe développé repose sur l’emploi d’une protéase active en milieu acide pour réaliser 

simultanément la déminéralisation et la déprotéinisation. Les objectifs ont porté sur : 

 La mise en œuvre du procédé. Pour favoriser cette protéolyse, la concentration en acide 

apporté au milieu doit être en équilibre avec le carbonate de calcium du substrat, conduisant à 

une stabilisation du pH par effet tampon. 

 La mise en œuvre de la stratégie analytique. Pour comparer les performances du procédé, il 

est important de qualifier le substrat initial est les produits de l’hydrolyse enzymatique. Une 

analyse complète de leur composition est alors nécessaire. L’un des objectifs a donc été de 

comparer et de discuter de la pertinence des méthodes de caractérisation desdits produits. 

 L’optimisation du procédé a ensuite été conduite en étudiant l’impact de plusieurs facteurs 

au cœur de cinétiques : la taille des fragments de substrat, la température et la concentration 

en enzyme.  

 Enfin le positionnement du procédé a été établit par rapport aux procédés existants et 

l’identification des composés solubles libérés par l’hydrolyse enzymatique a été initiée. 

 

Principal obstacle rencontré 

Les coproduits de crevettes sont caractérisés par un réseau dense de protéines et de chitine qui 

interagissent avec les minéraux pour former l’exosquelette. Par ailleurs, les composés 

impliqués sont généralement des complexes caroténo-protéiques et gluco-protéiques. Les 

liaisons covalentes mises en jeu s’opposent alors à la séparation de ces composés. Elle s’avère 

délicate et généralement incomplète ou excessive. Or la majorité des méthodes d’analyse de 

composition reposent sur une séparation préalable de ces derniers. 

Les bilans de masse, appliqués aux substrats comme aux produits des hydrolyses, ont mis en 

évidence cette difficulté analytique. Remédier à cette problématique a donc constitué un point 

important de ce travail de thèse. 

La méthode retenue consiste, dans un premier temps, à estimer la quantité de protéines par le 

dosage des acides aminés totaux. Par rapport aux autres méthodes, cette technique n’exige pas 

de séparation préalable de la chitine et des protéines. Puis, la quantité de chitine est estimée. 

La technique sélectionnée repose sur le nettoyage chimique des produits. Une seconde 

méthode consiste à utiliser les bilans massiques. L’analyse élémentaire et l’analyse 

thermogravimétrique s’ajoutent aux précédentes méthodes pour recouper et valider ou 

corriger l’estimation de la teneur en chitine. 

De manière générale, plus le degré de pureté en chitine augmentait, plus les résultats obtenus 

par les différentes méthodes convergeaient. Une seule méthode ne suffit donc pas à 
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déterminer la quantité de chitine. Pourtant, c’est une pratique courante qui se traduit par des 

différences de teneurs décrites dans la littérature, y compris pour une même espèce 

biologique. Certains auteurs font le choix de ne présenter qu’une seule catégorie de composés 

incluant la chitine et les protéines. Pour notre étude, cette distinction est nécessaire. Il s’avère 

donc important d’appliquer un recoupement d’au moins deux méthodes distinctes 

 

Principaux facteurs pour améliorer les performances du procédé 

Un effort important a été apporté à l’étude des facteurs ayant un impact sur les cinétiques de 

déminéralisation et de déprotéinisation.  

La taille initiale des fragments de substrat s’est révélée être le facteur déterminant sur les deux 

cinétiques. Les vitesses de déminéralisation et de déprotéinisation sont augmentées par une 

réduction de la taille des fragments. La surface de contact offerte aux enzymes croît à mesure 

que la taille des fragments est réduite. Ce paramètre permet donc d’optimiser la purification 

de la chitine tout en réduisant le temps du traitement. 

Nos observations ont montré que les cinétiques obtenues ne répondent pas à des relations 

exponentielles simples. Un effort de modélisation a permis de proposer une formalisation des 

deux cinétiques. Le modèle exprime la vitesse de déminéralisation à l’aide d’une fonction 

polynomiale des facteurs environnementaux, multipliée par une fonction linéaire de la 

quantité des minéraux résiduels. Par conséquent, la vitesse de déminéralisation est d’autant 

plus rapide que la quantité de minéraux est importante. 

Les meilleurs modèles de déprotéinisation ont fait intervenir des fonctions sigmoïdes. Elles 

expriment l’influence probable de phénomènes d’allostérie, c'est-à-dire d’inhibition de la 

réaction par la fraction protéique. 

Par rapport à la taille des fragments, la température et de la concentration en enzyme ont un 

impact plus faible. L’augmentation de la température favorise la solubilisation des minéraux 

alors qu’augmenter la concentration d’enzyme favorise la solubilisation des protéines. 

 

Extension vers de nouvelles enzymes et d’autres conditions opératoires 

L’optimisation du procédé a permis d'obtenir une pureté en chitine intéressante : la quantité de 

minéraux résiduels est très faible, de l’ordre de 1 %. Celle des protéines résiduelles est plus 

élevée, de l’ordre de 10 %. Le rendement en chitine est de l’ordre de 28 % par rapport au 

poids initial de matière première. Ces performances sont satisfaisantes au regard des autres 

procédés biologiques, pour lesquels les teneurs en impuretés sont généralement plus élevées 

et les durées de traitement plus longues. En revanche, le procédé chimique permet d’obtenir 

une pureté en chitine plus élevée. Les caractéristiques physico-chimiques de la chitine 

obtenue par voie enzymatique et chimique ne présentent pas de différences significatives. 

Ces protéolyses acides ont été conduites par la pepsine, dans un milieu maintenu à pH 2 par 

l’acide phosphorique. Nous avons exploré l’emploi d’un nouveau couple enzyme/acide, à 

savoir l’ASP et l’acide formique. Les premiers résultats présentés dans cette thèse s’avèrent 
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prometteurs. Par conséquent, nous pouvons supposer qu’une étude orientée vers le potentiel 

de ce couple puisse augmenter les performances du procédé. 

Enfin, ce procédé biologique présente un potentiel accru en raison d’une valorisation de la 

phase soluble. Ce point a également été exploré dans ce manuscrit. 

 

Principales perspectives 

Ce procédé peut être étendu à d’autres couples d’enzyme et d’acide. De plus, il pourrait être 

appliqué à d’autres substrats tels que les céphalopodes (seiches et calamars), dont la chitine 

est de nature différente, à d’autres crustacés (comme les crabes et les écrevisses), et aux 

insectes. 

De part la multiplicité des méthodes, nous disposons d’un nombre important de données 

cinétiques. Il serait probablement enrichissant d’approfondir l’exploitation de leur 

recoupement par l’emploi de la théorie de réconciliation des données dynamiques. Une telle 

approche devrait alors contribuer à affiner simultanément la précision des mesures et des 

modèles proposés. 

En dernier lieu, une étude économique approfondie permettrait de comparer la rentabilité de 

ce procédé par rapport à l’extraction chimique traditionnelle. 
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A. Extrait du journal officiel européen concernant la chitine et le chitosan 

 

 

 

Dénomination INCI Numéro CAS – Nom chimique Fonctions 

CHITIN 
CHITIN GLYCOLATE 
CHITOSAN  
 
CHITOSAN ASCORBATE  
 
CHITOSAN FORMATE  
 
CHITOSAN GLYCOLATE  
 
CHITOSAN LACTATE  
 
CHITOSAN PCA  
 
CHITOSAN SALICYLATE 
 
CHITOSAN SUCCINAMIDE 
 
SODIUM CARBOXYMETHYL CHITIN 

1398-61-4 215-744-3  
Chitine, hydroxyacétate 
9012-76-4 Chitine, désacétylée 
135322-32-6 
chitosane + acide L-ascorbique 
 
66267-52-5, Formiate de chitosane 
(sel) 
Hydroxyacétate de chitosane 
 
66267-50-6, Chitosane, sel d'hydroxy-
2-propanoate 
117522-93-7 Chitosane, sel de l'acide 
pyrrolidonecarboxylique 
84563-67-7 Chitosane, sel de 
l'hydroxy-2-benzoate 
N-(3-carboxypropanoyl)+ chitosane 

Agent de foisonnement 
Entretien de la peau 
Agent filmogène 
 
Antioxydant/agent filmogène/ 
entretien de la peau 
Agent filmogène 
 
Antioxydant/ agent filmogène/ 
entretien de la peau 
Agent filmogène 
 
Humectant 
 
Antioxydant/agent filmogène/ 
entretien de la peau 
Agent filmogène 
Agent de foisonnement 
Humectant/conditionneur 
capillaire/ 
agent filmogène 
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B. Recommandations en termes de caractéristiques physico-chimiques 

pour différentes applications des dérivés de la chitine 

 

 

 

 

Aranaz et al. 2009 

 



Annexes 

203 

C. Exemples de fiches techniques de produits commerciaux dérivés de chitine 

 

 Produit 1 www.dalwoo.tripod.com  Produit 2 www.tootoo.com (ALIBABA) 

 Technical  Pharmaceutical  Food industry  Technical  Pharmaceutical  Food industry  

Appearance  White or Yellow 

Powder 

White or Yellow 

Powder or flake 

White or Yellow, 

Powder or flake  

Translucent/pale - 

flake/powder  

White translucent 

flakes/powder  

White translucent 

flakes/powder  

Density  Pass 25 - 200 Mesh  Pass 25 - 200 Mesh  Pass 25 - 200 Mesh     

Moisture Content  ≤10% ≤ 10% ≤ 10% ≤ 12% ≤ 8% ≤ 8% 

Protein Content  ≤ 0,3% ≤ 0,2% ≤ 0,2%    

Ash Content  ≤ 0,5% ≤ 0,3% ≤ 0,3% ≤ 2% ≤ 1% ≤ 1% 

DA  70 - 100%  70 - 100%  70 - 100%  80 à 95%  95 à 99%  85 à 95%  

Viscosity  50-500cps  5 cps and less   5 cps and less   5 à 50 mpa.s :low 

50-300 :middle  

>800 mpa.s :high  

50 à 800 mpa.s  5 à 300 mpa.s  

Insolubles  ≤ 1%  ≤ 1%  ≤ 1%  ≤ 2% ≤ 0,32% ≤ 0,72% 

Heavy metals(As)  ≤ 10 ppm ≤ 10 ppm ≤ 10 ppm < 0,0005%  < 0,0005%   

Heavy metals(Pb)  ≤ 10 ppm ≤ 10 ppm ≤ 10 ppm    

pH  7 - 9  7 - 9  7 - 9  7-8  7-8  7-8  

Odor  No taste and smell  No taste and smell  No taste and smell     

Total bacterial     <3000 ufc/g  <1000 ufc/g  <1000 ufc/g  

Salmonelle       none  

E.coli       40  

http://www.dalwoo.tripod.com/
http://www.tootoo.com/


 

 

 





 

 

 

Purification de la chitine par hydrolyse enzymatique à partir de coproduits de crevette 

Penaeus vannamei. Caractérisation des produits et optimisation du procédé 

 

L’objectif de l’étude porte sur l’optimisation de l’extraction de la chitine par protéolyse acide. 

L’originalité du procédé repose sur la stabilisation du pH grâce à l’équilibre entre la composition du 

substrat et le solvant acide. Ce principe permet de réaliser simultanément la déminéralisation et la 

déprotéinisation, les deux principales réactions associées à la purification de la chitine. Pour évaluer 

les performances de cette purification, la composition du substrat et des produits est caractérisée. 

Différentes méthodes de quantification de la chitine et des protéines sont comparées. Contrairement 

aux dosages traditionnels, une méthode directe de dosage des acides aminés est sélectionnée pour 

estimer la quantité de protéines. L’estimation de la quantité de chitine repose sur des méthodes 

indirectes, principalement la gravimétrie, l’analyse élémentaire et l’analyse thermogravimétrique 

(ATG). Les cinétiques de déminéralisation et de déprotéinisation sont étudiées en vue d’optimiser la 

purification de la chitine. Les bilans massiques confirment la cohérence des résultats. Les 

caractéristiques physico-chimiques de la chitine obtenue par voie enzymatique, le degré d’acétylation, 

le degré de dépolymérisation et l’indice de cristallinité, sont comparées à la chitine obtenue par voie 

chimique. La structure de la chitine a également été observée par microscopie électronique à balayage 

(MEB). Enfin, les composés solubilisés par l’hydrolyse enzymatique sont identifiés et quantifiés. 

 

 

Mots-clés : coproduits de crustacés, hydrolyse enzymatique, protéolyse, chitine, extraction, cinétique, 

déminéralisation, déprotéinisation. 

 

 

 

 

Purification of chitin by enzymatic hydrolysis from shrimp Penaeus vannamei by-

products. Products characterization and process optimization 

The objective of this study was to optimize the extraction of chitin by acid proteolysis. The novelty of 

the method is based on the stabilization of pH by the balance between substrate composition and the 

acid solvent. This principle allows a simultaneous demineralization and deproteinization, the two main 

reactions associated with the purification of chitin. To evaluate the performance of this purification, 

the composition of the substrate and products was characterized. Different methods of quantification 

of chitin and proteins have been compared. As traditional assays were not satisfaying, a direct method 

of amino acids determination by gaz chromatography was selected to estimate the amount of protein. 

The estimate of chitin amount was based on indirect methods, mainly gravimetry, elemental analysis 

and thermogravimetric analysis (TGA). Kinetics of demineralization and deproteinization were 

examined to optimize the purification of chitin. Mass balances confirmed the consistency of results. 

The quality of chitin extracted by enzymatic or chemical techniques was compared with the degree of 

acetylation and depolymerization and the crystallinity index of chitin. The structure of chitin was also 

observed by scanning electron microscopy (SEM). Finally, compounds solubilized by enzymatic 

hydrolysis were identified and quantified. 

 
Key-words: crustacean by-products, enzymatic hydrolysis, proteolysis, chitin, extraction, kinetic, 

demineralization, deproteinization. 

 


